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POVZETEK 
V terapiji Crohnove bolezni, ki je ena od oblik kronične vnetne črevesne bolezni, se za 
zdravljenje uporabljajo tudi biološka zdravila. Eno od njih je ustekinumab, človeško 
monoklonsko protitelo usmerjeno proti podenoti p40 prisotni v interlevkinu 12 in 23. Za 
nadzorovanje zdravljenja in napoved učinkovitosti terapije se v zadnjem času razvijajo pristopi, 
ki vključujejo terapevtsko spremljanje koncentracij. Pri teh pristopih je ponavadi potreben 
odvzem venske krvi v zdravstveni ustanovi, zato lahko pogosto vzorčenje pri bolnikih vzbuja 
nelagodje. V izogib temu lahko uporabljamo metode mikrovzorčenja, ki omogočajo 
samovzorčenje bolnikov v domačem okolju. Ena izmed takšnih metod je metoda posušenih 
krvnih madežev (DBS). Metoda je relativno enostavna, a je za točno in natančno kvantifikacijo 
analita potrebno premagati kar nekaj ovir. Eno izmed njih predstavlja vpliv hematokrita na 
volumen krvi v izseku posušenega krvnega madeža. V okviru magistrske naloge smo 
raziskovali ta vpliv in poskušali z upoštevanjem ugotovljenega odnosa izboljšati točnost metode 
za določevanje koncentracije ustekinumaba v vzorcih DBS. Za določitev volumna krvi smo 
razvili in prilagodili metodo na osnovi merjenja prevodnosti ekstraktov vzorcev DBS. Ugotovili 
smo, da je variabilnost volumna krvi zaradi hematokrita v izseku precejšnja in večja pri nanosu 
madežev večjih volumnov (8,4 – 12,0 µL pri 40 µL in 8,7 – 10,6 µL pri 20 µL madežih). V 
nadaljevanju smo skušali razviti hitre in enostavne metode za določitev vrednosti hematokrita 
v vzorcih DBS. Posredno smo hematokrit določevali z metodo določitve hemoglobina z 
uporabo reagenta z natrijevim lavrilsulfatom ter z metodo slikovne analize s programsko 
opremo ImageJ. Točnost rezultatov smo primerjali z rezultati referenčne metode (hematološki 
analizator). Za točnejšo in ponovljivejšo se je izkazala metoda slikovne analize. Pridobljeno 
znanje smo nato uporabili pri analizi realnih bolnikovih vzorcev. Koncentracijo ustekinumaba 
v vzorcih DBS smo določevali z encimsko imunsko metodo na trdnem nosilcu (ELISA). 
Metodo smo najprej poskušali prilagoditi in delno validirati za uporabo na vzorcih DBS, saj je 
bil uporabljeni komplet razvit in validiran le za uporabo na plazemskih ali serumskih vzorcih. 
Razvili smo metodo, sposobno določitve ustekinumaba v celotnem pričakovanem območju 
terapevtskih plazemskih koncentracij (3 – 120 mg/L). Ocenili smo točnost, natančnost metode 
in ustreznost umeritvene krivulje. V DBS določeno koncentracijo ustekinumaba smo nato na 
več načinov preračunali v plazemsko koncentracijo in jo primerjali s pravimi plazemskimi 
koncentracijami. Ugotovili smo, da z neupoštevanjem vrednosti hematokrita pri preračunu 
koncentracij vzorcev DBS pomembno napako storimo predvsem pri bolnikih, katerih vrednost 
hematokrita pomembneje odstopa od povprečja.  
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ABSTRACT 
In the therapy of Crohn's disease, which is a type of chronic inflammatory bowel disease, 
biological medicines are also used in the treatment. One of such is ustekinumab, a human 
monoclonal antibody targeted against the p40 subunit, which is present in interleukins 12 and 
23. New approaches, using therapeutic drug monitoring as a method to monitor treatment with 
ustekinumab and to predict it's efficacy, are being developed. These approaches usually require 
regular sampling of patients' venous blood in health facilities, which can cause discomfort to 
the patients. We can overcome this problem by using microsampling methods, which allow 
home sampling. One of the methods is the dried blood spot method (DBS). The method is 
relatively simple, although we must overcome some challenges for precise and accurate 
quantification of the analyte. One of these challenges is the haematocrit influence on the blood 
volume present in the dried blood sample punch. We have tried to improve the precision of the 
method for the determination of ustekinumab by addressing this difficulty and estimating the 
relation between haematocrit value and blood volume in the sample. To measure the blood 
volume we developed and adapted a method based on conductivity measurement. We have 
found out that the volume variation in the punches due to haematocrit is significant and higher 
when a higher volume of blood is applied (8,4 – 12,0 µL at 40 µL and 8,7 – 10,6 µL at 20 µL 
spots). Additionally, we tried to develop quick and simple methods for the determination of 
haematocrit in DBS samples. We determined haematocrit indirectly by measuring haemoglobin 
using sodium lauryl sulfate reagent and by image analysis with ImageJ software. We compared 
the precision of both methods to the reference method (hematology analyzer). The image 
analysis method was found to be more precise and accurate. We have used the acquired 
knowledge in the analysis of real patient samples. To measure ustekinumab concentration, we 
used an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. We tried to adapt and partially 
validate the method for use on DBS samples, as the kit we used, was developed and validated 
only for use with serum or plasma samples. We developed a method capable of determination 
of ustekinumab in the entire expected therapeutic plasma concentration range (3 – 120 mg/L). 
We investigated the precision and accuracy of the method and established the calibration curve. 
We converted the concentrations in DBS samples to plasma concentrations by using different 
methods and compared them to the real plasma concentrations. We have found out that by 
ignoring the haematocrit value in calculations, a significant error can be made especially with 
patients, whose haematocrit values significantly differ from average haematocrit values. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
5-ASA   5-aminosalicilati  
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DBS posušeni krvni madež 
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ELISA encimsko imunska metoda na trdnem nosilcu 
FDA Ameriška zvezna Uprava za hrano in zdravila 
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g težni pospešek 
κ specifična prevodnost 
GC-MS plinska kromatografija z masno spektrometrijo 
Hct hematokrit 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRP hrenova peroksidaza 
IgG imunoglobulin G 
IL interlevkin 
LC-MS tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo 
LLOQ spodnja meja določljivosti 
mAb monoklonsko protitelo 
MGV srednja vrednost sivine 
QC kontrolni vzorec 
RGB barvni model rdeče, zelene in modre 
Rpm obrati na minuto 
RSD relativni standardni odklon 
SD standardni odklon 
SLS natrijev lavrilsulfat 
TDM terapevtsko spremljanje koncentracij 
TMB 3,3’,5,5’- tetrametilbenzidin 
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TNF-α dejavnik tumorske nekroze alfa  
VAMS volumetrično absorptivno mikrovzorčenje 
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1. UVOD  
1. 1 Kronična vnetna črevesna bolezen 
Kronična vnetna črevesna bolezen je imunsko pogojena bolezen z značilnimi ponavljajočimi se 
epizodami vnetja prebavnega trakta. Vnetje je posledica imunskega odziva na antigene prisotne 
v prebavni cevi, pospešujejo pa ga sluznične spremembe in motnje imunskega sistema. Točen 
vzrok bolezni ni znan, pripisuje pa se kombinaciji različnih dejavnikov kot so genetska 
nagnjenost, spremembe v črevesni mikroflori, spremembe v odzivu imunskega sistema in 
različnim okoljskim dejavnikom (dieta, kajenje, stres). Najpogosteje se prvi zagon bolezni 
pojavi med 20. in 40. letom, pogosteje pa se pojavlja v razvitih državah pri ljudeh v višjem 
socialno-ekonomskem sloju in neodvisno od spola. Vnetna črevesna bolezen zajema dve glavni 
obliki bolezni, ulcerozni kolitis in Crohnovo bolezen ter vmesno obliko – intermediarni sindrom 
(1–4).  
1.1.1 Ulcerozni kolitis 
Pogostejša izmed oblik vnetne črevesne bolezni je ulcerozni kolitis, ki prizadane predvsem 
črevesno sluznico. Vnetni proces se prične v rektumu in se nadaljuje po debelem črevesu 
navzgor. Področje vnetja je ponavadi simetrično in neprekinjeno, zajame pa lahko danko, levi 
del ali celotno debelo črevo. Zagon bolezni z vnetjem lahko traja več tednov ali mesecev, 
umiritve pa so lahko dolge tudi več let. Najpogostejši simptom akutnega zagona bolezni je 
krvava driska, lahko so prisotni tudi krči, utrujenost, bolečina v trebuhu in povišana telesna 
temperatura. Glede na pogostost odvajanja blata in prisotnost sistemskih simptomov bolezni ga 
delimo v tri oblike - blago, zmerno in težko potekajoči ulcerozni kolitis. Diagnoza se postavi 
na podlagi klinične simptomatike in endoskopskih preiskav z biopsijo (5, 6).  
1.1.2 Crohnova bolezen 
Pri Crohnovi bolezni se vnetje lahko pojavlja v več ločenih predelih celotnega prebavnega 
trakta od ust do zadnjika. Vnetje najpogosteje prizadene končni del tankega črevesa in debelo 
črevo. Za bolezen je značilna bolečina v trebuhu, kronična driska, utrujenost, izguba telesne 
teže, prisotna je lahko tudi povišana telesna temperatura. Simptomi se razlikujejo glede na 
mesto in razširjenost vnetnega procesa. Vnetje prizadene vse plasti črevesne stene, zato so hujši 
zapleti pogostejši. Razvijejo se lahko abscesi (ognojki), fistule, zožitve in predrtja črevesja. Pri 
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hujših oblikah napredujoče bolezni je pogosto potrebna kirurška odstranitev delov črevesa. 
Simptomi bolnikom močno slabšajo kvaliteto življenja, zaradi kroničnega vnetja pa imajo tudi 
višje tveganje za razvoj raka na debelem črevesu in danki (3, 6).  
1.1.3 Zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni 
Za zdravljenje vnetne črevesne bolezni se najpogosteje uporabljajo učinkovine, ki zavirajo, 
oziroma modulirajo odziv imunskega sistema. Cilj terapije je najti ravnotežje med 
nadzorovanjem aktivnih simptomov, preprečevanjem dolgoročnih zapletov bolezni in 
neželenimi učinki terapije. Pomembno je, da z zdravljenjem popolno odpravimo vnetje sluznice 
in tako dosežemo laboratorijsko, klinično in endoskopsko umiritev bolezni (7, 8).  
Zdravljenje je odvisno od vrste, aktivnosti in intenzivnosti bolezni. Terapijo lahko delimo na 
začetno fazo indukcije, kjer želimo doseči hiter odziv in remisijo bolezni in na vzdrževalno 
zdravljenje. Pri ulceroznem kolitisu kot prvo izbiro za obe fazi zdravljenja uporabljamo 5-
aminosalicilate (5-ASA), predvsem mesalazin in sulfasalazin v obliki svečk ali tablet. 5-ASA 
svoje delovanje verjetno izkazujejo z zaviranjem ciklooksigenaze in lipooksigenaze in s tem 
preprečijo sintezo levkotrienov, prostaglandinov in drugih vnetnih molekul. Pri močnejših 
zagonih, kjer 5-ASA niso učinkoviti, za vzpostavitev remisije uporabljamo kortikosteroide 
(budezonid, hidrokortizon, prednizon). Ti so za vzdrževalno zdravljenje zaradi resnih neželenih 
učinkov neprimerni, zato po vzpostavitvi remisije uvedemo 5-ASA. Za vzdrževalno zdravljenje 
se ob slabi učinkovitosti 5-ASA lahko uporabljajo tudi imunosupresivi azatioprin, 6-
merkaptopurin in metotreksat (1, 7, 8).  
Pri Crohnovi bolezni so 5-ASA manj učinkoviti – uporabljajo se le za dosego remisije bolezni, 
ki je omejena na debelo črevo. Za zdravljenje blagih oblik Crohnove bolezni se v fazi indukcije 
uporabljajo predvsem kortikosteroidi (budezonid, hidrokortizon, prednizon) za vzdrževalno 
zdravljenje pa imunosupresivi (1, 7, 8).  
Poleg malih molekul v terapiji vnetne črevesne bolezni uporabljamo tudi biološka zdravila. 
Biološka zdravila so dobro učinkovita pri doseganju remisije bolezni, primerna pa so tudi za 
vzdrževalno zdravljenje. Uporabljamo jih predvsem pri bolnikih, ki se na zdravljenje s steroidi 
ali imunomodulatorji niso oziroma so se nezadostno odzvali. Sprva so se uporabljali predvsem 
zaviralci vnetnega citokina dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-α), ki je udeležen v vnetnem 
procesu pri obeh oblikah vnetne črevesne bolezni. Zaviralci TNF-α svoj protivnetni učinek 
izkazujejo z vezavo na topno in membransko vezano obliko TNF-α.  Za zdravljenje Crohnove 
bolezni uporabljamo infliksimab, adalimumab in certolizumab pegol, pri ulceroznem kolitisu 
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pa infliksimab, adalimumab in golimumab. Kasneje so v terapijo uvedli tudi biološka zdravila, 
ki delujejo prek zaviranja drugih vnetnih ali adhezijskih molekul. Vedolizumab je zaviralec α4β7 
integrina – adhezijske molekule izražene na celicah T pomagalkah. Z vezavo tako zavira 
prehajanje vnetnih celic na področje vnetja v sluznici. V terapije Crohnove bolezni se uporablja 
tudi ustekinumab, zaviralec podenote p40, ki si jo delita interlevkina (IL) 12 in 23. Z vezavo na 
podenoto p40 ustekinumab prepreči vezavo IL 12/23 na receptor na površini imunske celice in 
tako zavre vnetno aktivnost. Ustekinumab se uporablja tudi v terapiji ostalih imunsko pogojenih 
vnetnih bolezni. Predstavlja pomembno možnost zdravljenja resnejših oblik luskavice in 
psoriatičnega artritisa pri bolnikih, ki se na sistemsko zdravljenje z ostalimi učinkovinami ne 
odzovejo. (1, 7–10, 40).  
1.2 Terapevtsko spremljanje koncentracij 
Cilj terapevtskega spremljanja koncentracij učinkovin je individualna prilagoditev odmerka 
učinkovine glede na farmakokinetične značilnosti posameznega bolnika, s čimer dosežemo 
optimalno zdravljenje in izboljšane izide zdravljenja. Glavni razlog uporabe TDM je tako 
zagotovitev učinkovite in varne terapije. Odločitev o prilagoditvi odmerkov lahko naredimo na 
podlagi demografskih, kliničnih in farmakogenetičnih informacijah, ki jih poznamo že pred 
začetkom zdravljenja (a priori TDM). Pogosteje pa odmerek prilagajamo glede na meritev 
koncetracije učinkovine, metabolitov ali kliničnih kazalnikov po začetku terapije (a posteriori 
TDM) (11).  
Uporaba TDM je klinično primerna le v določenih okoliščinah. Pogosto ga uporabljamo pri 
učinkovinah s sledečimi lastnostmi (primeri so zbrani v preglednici I) (11):  
 slaba povezanost odmerka in kliničnega učinka (visoka farmakokinetična variabilnost) 
 dobra povezanost plazemske koncentracije in kliničnega učinka (nizka 
farmakodinamična variabilnost) 
 ozek interval koncentracij med terapevtskim in toksičnim učinkom – nizek terapevtski 
indeks 
 odsotnost dobrih kliničnih kazalnikov učinkovitosti 
Za uspešno izvajanje TDM moramo v ustrezni časovni točki terapije pridobiti primeren biološki 
vzorec bolnika. Najpogosteje uporabljamo vzorce krvi iz katerih pripravimo plazmo ali serum, 
pri določenih učinkovinah, ki se koncentrirajo v eritrocitih pa je zaželena analiza polne krvi. 
Poleg ustreznega vzorca moramo imeti tudi primerne analizne metode s katerimi lahko točno 
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in natančno določimo koncentracijo analita. Da pridemo do odgovora na naše klinično 
vprašanje, moramo rezultat po določitvi koncentracije skupaj s podatki o bolniku pravilno 
interpretirati (11).  
Preglednica I: Klasični primeri učinkovin z indicirano uporabo TDM (prirejeno po viru 11) 
Učinkovina Skupina učinkovin Razlogi za TDM 
digoksin, 
metildigoksin 
kardiotonični 
glikozidi 
ozko terapevtsko okno, resni neželeni učinki 
litij antipsihotiki ozko terapevtsko okno, resni neželeni učinki 
karbamazepin antiepileptiki 
visoka farmakokinetična variabilnost, ozko 
terapevtsko okno, nelinearna farmakokinetika 
fenitoin antiepileptiki 
visoka farmakokinetična variabilnost, ozko 
terapevtsko okno, nelinearna farmakokinetika 
teofilin bronhodilatorji 
visoka farmakokinetična variabilnost, ozko 
terapevtsko okno, nelinearna farmakokinetika 
gentamicin 
aminoglikozidni 
antibiotiki 
ozko terapevtsko okno, resni neželeni učinki 
 
1.2.1 Uporaba TDM za optimizacijo terapije z biološkimi zdravili 
Uporaba TDM v klinični praksi vendarle ni omejena le na učinkovine z zgoraj omenjenimi 
lastnostmi. TDM se v zadnjem času razširja tudi na področje imunsko pogojenih vnetnih 
bolezni (revmatoidni artritis, psoriatični artritis, ankilozirajoči spondilitis, luskavica, vnetna 
črevesna bolezen), ki se pogosto uspešno zdravijo tudi z biološkimi zdravili. Nekateri bolniki 
se kljub temu na terapijo ne odzovejo oziroma sčasoma izgubijo odziv. Z uporabo TDM lahko 
pri teh bolnikih ugotovimo vzrok izgube odziva in izboljšamo izide zdravljenja (12).  
Tudi pri zdravljenju vnetne črevesne bolezni se pogosto pojavi neodzivnost ali izguba odziva 
bolnika na terapijo z biološkimi zdravili. Vzroki so lahko mehanistične narave, ko se bolnik na 
terapijo ne odziva kljub optimalni koncentraciji aktivne učinkovine. Razlog je verjetno ta, da 
so gonilo vnetnega procesa drugi mediatorji vnetja. Vzroki neodzivnosti so lahko tudi 
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farmakokinetične narave. Te bolniki imajo subterapevtske koncentracije učinkovine zaradi 
imunsko ali ne-imunsko pogojenih vzrokov. Pri imunsko pogojenem vzroku pri bolnikih pride 
do tvorbe protiteles proti učinkovini, pri neimunskem pa protitelesa proti učinkovini niso 
prisotna in je razlog ponavadi visok očistek učinkovine zaradi obsežnega aktivnega vnetnega 
procesa. Zaradi omenjene variabilnosti, visokih cen in omejenega izbora bioloških zdravil, je 
zaželena optimalna uporaba zdravila, katero lahko lažje dosežemo z uporabo TDM. Uporabimo 
ga lahko v fazi uvajanja, vzdrževanja terapije ali pa le, ko ima bolnik neustrezen odgovor na 
terapijo. Tako lahko ugotovimo vzrok neustreznega odziva bolnika in se odločimo za 
spremembo terapije ali spremembo odmerka (12–14).  
1.3 Metode mikrovzorčenja  
Odvzem vzorcev bioloških tekočin bolnikov se običajno uporablja za namene diagnostike, 
oceno statusa bolnika, spremljanje krvnih koncentracij učinkovin in farmakokinetične študije. 
Z uporabo klasičnih metod odvzema krvi ponavadi z iglo ali kanilo odvzamemo med 1 in 5 mL 
krvi. Za kritično bolne in pediatrično populacijo je to ob pogostejših odvzemih relativno veliko, 
kar lahko predstavlja težavo. Z napredkom analiznih metod se je potreben volumen vzorca za 
uspešno določitev analita pomembno znižal. Postopek odvzema biološkega vzorca s katerim 
pridobimo majhno količino vzorca (v primeru krvi manj kot 100 μL) imenujemo 
mikrovzorčenje. V primerjavi s tradicionalnimi metodami odvzema bioloških vzorcev so 
metode mikrovzorčenja manj invazivne ter v mnogih primerih za bolnike bolj praktične. Vzorec 
pri metodah mikrovzorčenja največkrat predstavlja kri lahko pa se med drugim vzorči tudi urin, 
kožo, znoj, solze ali slino (15–17).  
1.3.1 Metoda posušenih krvnih madežev 
Metoda posušenih krvnih madežev (DBS) je metoda mikrovzorčenja pri kateri se bolnik z 
lanceto zbode v konico prsta in na ustrezen nosilec (ponavadi celulozen filter papir) na 
označeno mesto nanese kapljo kapilarne krvi. Pri novorojenčkih se kapilarna kri lahko odvzame 
s pete. Volumen krvi na papirju ni znan, predpostavlja pa se, da je sorazmeren s površino 
krvnega madeža. Po ustreznem sušenju in shranjevanju se filter papir pošlje do laboratorija, ki 
izvede analizo. Vzorec za analizo se ponavadi pridobi z luknjanjem posušenega krvnega 
madeža in ekstrakcijo tega izseka.  Uporaba luknjača s fiksnim premerom in luknjanje madeža 
naj bi zagotovila točen volumen vzorca krvi v izseku. Za določitev koncentracije učinkovine v 
ekstraktu se lahko uporabljajo kromatografske metode (HPLC), kromatografske metode 
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sklopljene z masno spektrometrijo (LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS) ali imunokemijske metode.  
Metoda DBS je bila sprva razvita za presejalna testiranja metabolnih bolezni novorojenčkov, 
kasneje pa se je uporaba razširila tudi na področja farmakokinetičnih raziskav, kliničnih študij, 
epidemioloških študij in nadzorovanja terapevtskih koncentracij (18–21).  
Prednosti metode 
Metoda je relativno preprosta, poceni, minimalno invazivna, transport vzorca in shranjevanje 
pa sta enostavna in ne predstavljata večje nevarnosti za prenos nalezljivih bolezni. Stabilnost 
analitov v posušenem krvnem matriksu običajno ni problematična. Večina bolnikov je po 
prikazu in razlagi metode pravilnega odvzema krvi sposobna, da si vzorec odvzame sama doma. 
Bolnikom tako omogočimo, da vzorce kapilarne krvi pošljejo po pošti, zato obisk zdravstvene 
ustanove ni potreben. To je pomembna prednost za bolnike s kroničnimi boleznimi, ki zahtevajo 
pogostejše vzorčenje krvi. Minimalna invazivnost in majhen odvzet volumen krvi sta ugodna 
tudi pri pediatrični populaciji, kritično bolnih in študijah na živalih (15, 18, 22).  
Slabosti metode 
Metoda DBS je neprimerna za hlapne in na zrak občutljive analite. Slabost te metode lahko 
predstavlja uporaba kapilarne krvi, saj je potrebno raziskati korelacijo med kapilarno in vensko 
koncentracijo vsakega posameznega analita. Zaradi uporabe majhnega volumna vzorca in 
nizkih koncentracij analitov lahko prihaja do težav z občutljivostjo analiznih metod. Ob nanosu 
krvi na filter papir prihaja tudi do kromatografskega učinka filter papirja, zaradi katerega se 
snovi in celice razporedijo neenakomerno. Posledično lahko z luknjanjem krvnega madeža na 
različnih mestih zajamemo območja z različnimi koncentracijami analita in matriksa vzorca. 
Ker si bolnik običajno vzorec krvi vzame sam, je včasih problematična kvaliteta pridobljenih 
vzorcev zaradi nepravilnega odvzema. Pri odvzemu je pomembno, da mesto odvzema očistimo, 
razkužimo in osušimo, prvo kapljo krvi pa zavržemo, saj vsebuje večji delež intersticijske 
tekočine. Naslednjo kapljo nanesemo na filter papir, brez da se ga direktno dotaknemo. 
Pretirano stiskanje mesta odvzema lahko povzroči hemolizo in poveča delež tkivne tekočine v 
vzorcu (18–20, 23).  
Vpliv hematokrita 
Omejitve metode se pojavijo tudi ob poskusu kvantifikacije analita pri vzorcih krvi z različnimi 
vrednosti hematokrita. Hematokrit je definiran kot volumski del krvi, ki ga zavzemajo rdeče 
krvne celice in je torej odvisen od velikosti in števila le teh. Čeprav imamo na voljo referenčne 
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vrednosti na populacijskem nivoju, znotraj populacije obstajajo pomembne med in 
znotrajosebne razlike v vrednosti hematokrita, ki so odvisne od spola, starosti, prehrambenega 
statusa, bolezni in drugih dejavnikov. Visoke vrednosti hematokrita lahko zasledimo pri ljudeh 
s policitemijo, kronično obstruktivno pljučno boleznijo ali pri ljudeh, ki živijo na visoki 
nadmorski višini. Nizke vrednosti hematokrita najdemo pri bolnikih z anemijami, onkoloških 
in imunsko oslabelih bolnikih. Vrednost hematokrita vpliva na viskoznost krvi, ta pa na tok, 
difuzijo in razporeditev krvi ob nanosu na papir. Enak volumen krvi z visoko vrednostjo 
hematokrita tako na papirju tvori madež z manjšo površino kot kri z nizko vrednostjo 
hematokrita. Posledično pri bolnikih z visokim hematokritom precenimo koncentracijo analita, 
pri bolnikih z nizkim hematokritom pa koncentracijo podcenimo, če za ekstrakcijo uporabimo 
enako površino izseka krvnega madeža. Različne vrednosti hematokrita lahko vplivajo tudi na 
uspešnost ekstrakcije krvnega madeža. Kri z visokim hematokritom za nekatere analite ob 
sušenju tvori oviro zaradi katere je učinkovita ekstrakcija analita otežena. Ta problem lahko 
delno rešimo z optimizacijo pogojev ekstrakcije (19, 24, 25).  
Vrednost hematokrita lahko pomembno vpliva na natančnost določitve in intrepretacijo 
koncentracije tudi pri analitih katerih porazdelitev med plazmo in eritrociti ni enaka. Ker je 
večina referenčnih intervalov koncentracij učinkovin podana v serumskih ali plazemskih 
koncentracijah, moramo poznati povezanost koncentracije v krvi in plazmi/serumu. Povezanost 
krvne (Cb) in plazemske koncentracije (Cp ) lahko opišemo z enačbo, ki vključuje vpliv 
hematokrita (Hct), nevezani delež učinkovine v plazmi (fu) in koncentracijsko razmerje, ki je 
merilo afinitete krvnih celic do učinkovine (ρ): 
Cb/Cp =(1-Hct) + Hct*ρ*fu                                    enačba 1 
Pri učinkovinah, ki v eritrocite ne prehajajo lahko uporabimo poenostavljeno enačbo:  
Cb/Cp =(1-Hct)                                       enačba 2 
Z neupoštevanjem vrednosti hematokrita bi bile koncentracije učinkovine, ki ne prehaja v 
eritrocite, določene z metodo DBS precej nižje od vrednosti v plazmi. Poznavanje in 
ovrednotenje vpliva hematokrita je zato izrazitega pomena pri načrtovanju, uporabi in validaciji 
metode posušenih krvnih madežev (19, 23).  
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1.3.2 Ovrednotenje vpliva hematokrita pri metodi DBS 
Vpliv hematokrita pri metodi DBS lahko ovrednotimo z merjenjem oziroma oceno hematokrita 
direktno iz posušenega krvnega madeža. Z znano vrednostjo hematokrita lahko nato vpeljemo 
korekcijski faktor pri izračunu koncentracije analita. Za določitev hematokrita iz posušenih 
krvnih madežev obstaja več metod. Lahko ga določimo z merjenjem endogenih stabilnih spojin 
v krvi, ki imajo v populaciji majhno medosebno variabilnost in dobro korelirajo s 
hematokritom. Za ocenjevanje hematokrita se tako uporabljajo meritve hemoglobina, kalija ali 
natrija. Kalij predstavlja dober kazalnik, saj se pretežno nahaja znotrajcelično, njegovo 
serumska koncentracija pa je nizka in strogo fiziološko nadzorovana. Hematokrit lahko 
določimo tudi z merjenjem hemoglobina, železo vezujočega proteina, ki se nahaja v rdečih 
krvnih celicah. Zavedati se moramo, da se hemoglobin nahaja v različnih oblikah, katerih deleži 
se s staranjem posušenega krvnega madeža spreminjajo in lahko dajejo različne odzive pri 
analizni tehniki s katero ga določamo. Tudi korelacija med vrednostjo hemoglobina in 
hematokrita je pri določenih anemijah zaradi pomanjkanja železa lahko problematična. 
Hemoglobin lahko določamo kolorimetrično z direktno meritvijo, s pretvorbo v ciano-
methemoglobin z Drabkinovim reagentom ali s tvorbo kompleksa z natrijevim lavrilsulfatom 
(19, 26).  
Hematokrit lahko ocenimo tudi iz fizikalnih lastnosti posušenega krvnega madeža. Posušeni 
krvni madeži krvi z različnimi hematokriti imajo različno intenziteto barve. Z uporabo 
programskih orodij za analizo slik lahko barvo madeža kvantificiramo in na ta način ocenimo 
vrednost hematokrita. Eno takšnih programskih orodij je odprtokodni program ImageJ. Z njim 
lahko analiziramo barvno sestavo slike oziroma optično prebranega filter papirja s posušenimi 
krvnimi madeži. Ker se barva posušenih krvnih madežev s časom spreminja je potrebno ta 
dejavnik pri razvoju metode dodatno ovrednotiti (19, 26).  
Vplivu hematokrita se lahko izognemo z določitvijo volumna krvi v krvnem madežu oziroma 
izseku krvnega madeža in tako korigiramo izmerjeno koncentracijo učinkovine. Določimo ga 
lahko z merjenjem natrija s plamensko fotometrijo, gravimetrično s tehtanjem posušenih krvnih 
madežev ali z merjenjem prevodnosti ekstrakta krvnega madeža. Metoda merjenja prevodnosti 
je nedestruktivna in temelji na predpostavki, da je koncentracija elektrolitov v krvi zdravih oseb 
konstantna. Z merjenjem prevodnosti ekstraktov volumetrično nanešenih krvnih madežev 
naredimo umeritveno krivuljo in tako omogočimo določitev volumna izseka nevolumetrično 
nanešenega madeža z neznanim hematokritom (26, 28, 29).  
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1.3.3 Metoda posušenih plazemskih madežev  
Pri metodi posušenih plazemskih madežev podobno kot pri metodi DBS vzorec nanesemo na 
ustrezen nosilec, ga posušimo in ustrezno shranimo. Z uporabo plazme se izognemo zgoraj 
opisanemu vplivu hematokrita na analizni postopek in olajšamo pravilno določitev 
koncentracije analita. Interpretacija rezultatov je lažja, saj jih lahko brez uporabe enačb direktno 
primerjamo z referenčnimi intervali koncentracij učinkovin. Za samovzorčenje bolnikov v 
domačem okolju je metoda neprimerna, saj moramo za pripravo plazme krvni vzorec 
centrifugirati. To težavo lahko sicer rešimo z uporabo posebnih sistemov z membrano, ki ob 
nanosu kapilarne krvi zadrži krvne celice, plazma pa prosto prehaja na spodnji zbiralni nosilec 
(19, 22).  
1.3.4 Volumetrične metode 
Skozi čas se je razvilo več strategij kako se spopasti z vplivom hematokrita na volumen krvi v 
izseku posušenega krvnega madeža. Najlaže se problemu izognemo z nanosom znanega 
volumna krvi na filter papir in analizo celotnega madeža. Ta način je primeren le za določene 
namene uporabe, saj potrebujemo usposobljeno osebo za nanos vzorca s pipetiranjem ali z 
mikrokapilaro. S tem pa je praktičnost bolnikovega samovzorčenja v domačem okolju 
izgubljena (19).  
Naslednja možnost je uporaba metode volumetričnega absorptivnega mikrovzorčenja (VAMS). 
Pri tej tehniki se uporabi naprava z ergonomskim plastičnim držalom in porozno hidrofilno 
konico, ki absorbira majhen in točen volumen krvi (naprava je prikazana na sliki 1). 
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Slika 1: Ergonomska držala s hidrofilno konico za volumetrično absorptivno 
mikrovzorčenje  
Vrednost hematokrita pri metodi VAMS na volumen absorbiranega vzorca ne vpliva, posušen 
vzorec pa je tudi bolj homogen. Odvzem vzorca poteka podobno kot pri metodi DBS in ga 
lahko bolnik po prikazu postopka izvede sam. Bolnik se v konico prsta zbode z lanceto in se s 
hidrofilno konico dotakne mesta krvavitve. V nekaj sekundah konica absorbira točen volumen 
krvi. Po sušenju je vzorec pripravljen na pošiljanje v laboratorij, ki izvede analizo. Točen 
volumen krvi se absorbira le, če napravo uporabimo pravilno. Hidrofilne konice se pred stikom 
s krvjo ne smemo dotikati, po vzorčenju pa ne sme priti v stik z absorptivnim materialom, saj 
lahko pride do izgub vzorca. Hematokrit lahko pri tej metodi še vedno vpliva na uspešnost 
ekstrakcije (15, 24, 26).  
Alternativna volumetrična metoda mikrovzorčenja je tudi kapilarno mikrovzorčenje. Pri tej 
metodi kri vzorčimo z uporabo kapilarne mikropipete z znanim volumnom. Kapilaro s krvjo 
speremo z znanim volumnom pufra in tako pripravljen razredčen vzorec krvi analiziramo. Z 
uporabo kapilar prevlečenih z antikoagulantom lahko iz krvi s centrifugiranjem pripravimo tudi 
plazemski vzorec. Po vzorčenju krvi kapilaro na enem koncu zapremo z voskom, 
centrifugiramo in kapilaro odrežemo, da izoliramo plazmo. Metoda je bila razvita in se 
uporablja predvsem za toksikokinetične študije na živalih, predvsem glodalcih, z namenom 
slediti etičnem načelu zamenjave, zmanjšanja in izboljšanja (27).  
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1.4 Razvoj in validacija metode posušenih krvnih madežev 
Za zagotovitev ustrezne kakovosti bioanalizne metode morajo biti njen razvoj, načrtovanje in 
validacija prilagojeni namenu uporabe. Validacijske zahteve metod za kvantitativno analizo 
običajnih bioloških vzorcev ponavadi težko prenesemo na metodo za analizo posušenih krvnih 
madežev. Poleg običajnih validacijskih parametrov moramo ovrednotiti tudi nekaj dodatnih 
parametrov specifičnih za DBS, izvesti pa moramo tudi klinično validacijo, da dokažemo 
enakovrednost rezultatov dobljenih z metodo DBS in referenčno metodo osnovano na običajnih 
bioloških vzorcih (30).  
1.4.1 Razvoj metode posušenih krvnih madežev 
Pri razvoju metode DBS moramo za kasnejšo uspešno validacijo upoštevati veliko dejavnikov 
v celotni analizni poti, od odvzema vzorca pa do določitve koncentracije analita. Pri odvzemu 
je pomembna že izbira tipa filter papirja, saj lahko to vpliva na homogenost vzorca, stabilnost 
analita, pojav interferenc in uspešnost ekstrakcije. Lahko uporabimo netretiran komercialno 
dostopen filter papir iz celuloze (npr. Whatman 903, Ahlström 226, DMPK-C) ali pa filter 
papirje, ki vsebujejo zaviralce encimov ali druge snovi, ki lahko zagotovijo boljšo stabilnost 
našega analita. Priporočljivo je analizirati prazen filter papir, da ugotovimo morebitne 
interference z našo analizno metodo. Ovrednotiti moramo vpliv časa sušenja, saj lahko 
prekratek čas sušenja omogoči mikrobiološko rast med transportom in poslabša kvaliteto 
vzorca. Prekratek čas sušenja lahko vpliva tudi na stabilnost analita in uspešnost ekstrakcije. 
Priporočljivo je, da madeže sušimo vsaj tri ure pri sobnih pogojih, nato pa jih shranimo v vrečko 
s sušilnim sredstvom (30).  
Pri določitvi koncentracije analita je pomemben del razvoja prilagoditev ekstrakcijskega 
postopka. Ekstrakcijski postopek je zaradi narave metode in vzorca večkrat razlog 
neponovljivih in netočnih rezultatov. Do neučinkovite ekstrakcije lahko pride zaradi interakcije 
analita z nosilcem ali z endogenimi snovi matriksa, težave pa poskušamo rešiti z optimizacijo 
pogojev ekstrakcije. Preizkušamo lahko uspešnost ekstrakcije pri povišani temperaturi, daljšem 
času mešanja, uporabi ultrazvoka ali različnih kombinacij topil. Pomembno je, da proces 
ekstrakcije ovrednotimo na posušenih krvih madežih z različnimi vrednostmi hematokrita, tako 
da zajamemo širše območje pričakovanih vrednosti bolnikov. Preveriti moramo tudi, če je 
ekstrakcija enako uspešna pri različno starih vzorcih DBS. V primeru analize izseka madeža 
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moramo ovrednotiti tudi homogenost krvnega madeža. To lahko ocenimo s primerjavo 
rezultatov centralnih in perifernih izsekov krvnega madeža (30).  
1.4.2 Validacija metode posušenih krvnih madežev 
Pri validaciji metode DBS moramo ovrednotiti večino klasičnih parametrov opisanih v 
smernicah za validacijo bioanaliznih metod. Parametri in kriteriji se za kromatografske metode 
analize ekstrakta vzorca DBS in metode z vezavo liganda razlikujejo. Za metode določitve 
analita z vezavo liganda so kriteriji postavljeni manj strogo. Smernice Ameriške zvezne Uprave 
za hrano in zdravila (FDA) pri popolni validaciji metode z vezavo liganda priporočajo 
ovrednotenje parametrov predstavljenih preglednici II (30–32). 
Preglednica II: Validacijski parametri pri validaciji bioanaliznih metod (prirejeno po virih 31 in 32) 
Parameter Razlaga 
umeritvena krivulja 
odnos med odzivom inštrumenta in umeritvenih standardov znotraj 
načrtovanega območja določitve 
selektivnost 
poleg slepega vzorca še vsaj 6 kalibracijskih koncentracij, ki 
pokrivajo območje metode, izvedba v duplikatu 
specifičnost 
sposobnost metode za določitev analita kljub prisotnosti drugih 
komponent v vzorcu (nečistot, razpadnih produktov, komponent 
matrice) 
občutljivost 
definira jo najnižja koncentracija analita, ki smo jo sposobni 
izmeriti z zadovoljivo točnostjo in natančnostjo 
točnost ujemanje določene vrednosti z nominalno – pravo vrednostjo 
natančnost stopnja razpršenosti meritev v seriji analiz istega vzorca 
izkoristek 
merilo učinkovitosti ekstrakcije analiznega procesa izraženo kot 
procent analita, ki se prenese skozi korake ekstrakcije in 
procesiranja vzorca 
stabilnost merilo ohranjenosti analita v dani matrici pod specifičnimi pogoji  
integriteta redčenja 
točnost določitve vzorcev s koncentracijo analita nad območjem 
metode po redčenju na koncentracijo v območju metode 
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Poleg omenjenih parametrov moramo pri validaciji metode DBS ovrednotiti tudi nekaj 
dodatnih parametrov specifičnih za metodo DBS. Preveriti moramo homogenost vzorca 
nanešenega vzorca, vpliv hematokrita, vpliv volumna in vplive matrice vzorca pri različnih 
vrednostih hematokrita (30).   
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2. NAMEN DELA 
V terapiji težjih oblik kronične vnetne črevesne bolezni se poleg ostalih zdravil uporabljajo tudi 
biološka zdravila. Zaradi pogoste neodzivnosti bolnika na terapijo, ki je lahko povezana s 
prenizkimi krvnimi koncentracijami, se lahko pri odločanju o spremembah in ocenjevanju 
poteka terapije uporablja terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil. Metoda DBS je zaradi 
svoje neinvazivnosti in možnosti samovzorčenja bolnika v domačem okolju primerna za ta 
namen. 
V zdravljenju Crohnove bolezni se uporablja tudi ustekinumab, monoklonsko protitelo, ki 
zavira interlevkin 12 in 23. Za določanje koncentracij ustekinumaba se lahko uporablja 
encimskoimunska metoda na trdnem nosilcu (ELISA). Metodo razvito za določanje 
ustekinumaba na plazemskih ali serumskih vzorcih bomo poskusili prilagoditi in delno 
validirati za določevanje koncentracij v DBS. Določili bomo območje merjenja, ovrednotili 
vpliv hematokrita, izdelali umeritveno krivuljo in preverili točnost in natančnost metode. 
Ker z metodo DBS določamo krvno koncentracijo, večina referenčnih intervalov terapevtskih 
koncentracij učinkovin pa je določena s plazemskimi vzorci, moramo rezultat pravilno 
interpretirati. Za pretvorbo krvne koncentracije v plazemsko moramo poleg lastnosti 
porazdeljevanja učinkovine poznati tudi vrednost hematokrita. Za določanje hematokrita v 
posušenih krvnih madežih bomo uporabili in primerjali dve metodi. Poskušali ga bomo določiti 
s slikovno analizo s programsko opremo ImageJ ter posredno z merjenjem hemoglobina v 
ekstraktih DBS. Določeni hematokrit bomo primerjali z vrednostjo izmerjeno z referenčno 
metodo in ovrednotili primernost metod za določevanje hematokrita v DBS. 
Hematokrit vpliva tudi na viskoznost krvi in s tem na širjenje oziroma difuzijo krvi ob nanosu 
na papir. Tako ima enaka površina izseka madeža krvi z visokim hematokritom večji volumen 
kot izsek krvi z nizkim hematokritom. Z uporabo merjenja prevodnosti ekstraktov izsekov DBS 
bomo poskusili ovrednotiti ta vpliv na volumen krvi v izseku. Pripravili bomo umeritveno 
krivuljo z madeži znanih volumnov in nato določili neznan volumen krvi v izseku. Z zbranimi 
podatki bomo poskušali izboljšati točnost določitve ustekinumaba in oceniti stopnjo napake, ki 
jo naredimo z neupoštevanjem tega dejavnika. 
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3. MATERIALI 
3.1 Standardi 
STANDARD PROIZVAJALEC 
  
Ustekinumab, koncentrat (600, 200, 60, 20 
ng/mL) 
AybayTech Biotechnology 
Company,  Ankara, Turkey 
 
3.2 Reagenti in topila 
REAGENTI, TOPILA PROIZVAJALEC / KONCENTRACIJA 
  
Ultračista – milliQ, specifična upornost > 
18,2 MΩcm pri T = 25 °C 
pridobljena z napravo Milli-Q Advantage A10 
Ultrapure Water Purification System 
(Millipore, Bedford, ZDA) 
  
Kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4 
(M=136,08 g/mol) 
Merck, Darmstadt, Nemčija 
Natrijev klorid NaCl (M=58,44 g/mol) Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA 
Dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat Na2HPO4 
x 2 H2O (M=177,99 g/mol) 
Merck, Darmstadt, Nemčija 
Tween®  20 Merck, Darmstadt, Nemčija 
Natrijev lavrilsulfat (M=288,38 g/mol) Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA 
  
Pufrna raztopina pH = 5 (20 °C) Merck, Darmstadt, Nemčija 
Pufrna raztopina pH = 8 (20 °C) Merck, Darmstadt, Nemčija 
raztopina natrijevega hidroksida NaOH 1 mol/L 
raztopina klorovodikove kisline HCl 1 mol/L 
Standard prevodnosti 84 μS/cm, 250mL Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
Standard prevodnosti 1413 μS/cm, 250mL Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
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3.3 Naprave, pribor 
NAPRAVA, PRIBOR PROIZVAJALEC 
  
Zamrzovalnik SANYO (T = -80 °C)  SANYO electric Co., Ltd., Osaka, Japonska 
  
Tehtnica AG 245  Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
  
Centrifuga Eppendorf 5804 Eppendorf research, Hamburg, Nemčija 
Mešalnik Vibromix 10  Domel, Železniki, Slovenija 
Ultrazvočna kadička SONIS 4  Iskra, Kranj, Slovenija 
Polavtomatske pipete (2 – 20, 20 – 200, 200 
– 1000 μL) 
Eppendorf research, Hamburg, Nemčija 
Mikrotitrski čitalec plošč Tecan Safire Tecan Group Ltd., Männedort, Švica 
Stresalnik HeatMix Domel, Železniki, Slovenija 
Papir za vzorce DBS Whatman® 
proteinsaver card 903 
GE Healthcare, Little Chalfont, UK 
Plastične epruvete 1,5 in 2 mL Eppendorf Research, Hamburg, Nemčija 
Polavtomatska pipeta Eppendorf 
Multipette® Plus 
Eppendorf Research, Hamburg, Nemčija 
Optični bralnik KM-C368 Konica Minolta, Tokyo, Japan 
pH meter MP 220 Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
Elektroda za pH meter Inlab Expert Pro Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
Konduktometer FiveEasy FP 30 Mettler Toledo, Schwarzenbach, Švica 
3.4 Biološki material 
Za raziskavo vpliva hematokrita in razvoj metod za določitev hematokrita in volumna krvi v 
vzorcu DBS smo uporabili vensko kri petih zdravih darovalcev odvzeto v epruvete z 
antikoagulantom EDTA. Pri vseh določitvah na vzorcih bolnikov smo uporabili vensko kri 
odvzeto v epruvete z antikoagulantom EDTA. Raziskave sodijo v okvir doktorske disertacije 
podiplomskega študenta Panagiotis-Dimitrios Mingasa, za katero je pridobljeno soglasje 
Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (0120-013/2016-2, KME 38/01/16).  
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4. METODE 
4.1 Priprava krvi z različnimi hematokriti 
Kri z različnimi vrednostmi hematokrita smo pripravili po metodi z dodajanjem ali 
odvzemanjem plazme, ki so jo uporabili Koster in sodelavci (33). Venska kri je bila odvzeta v 
vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. Hematokrit je bil določen na hematološkem 
analizatorju. Ustrezno točnost priprave krvi z uporabo te metode je v magistrski nalogi potrdila 
A. Kosmač (38). 
Priprava 
Kri smo s pipetiranjem prenesli v 2 mL plastične epruvete in jo centrifugirali 5 minut pri 2000 
g. V epruvete smo za pripravo krvi s hematokriti od 0,2 – 0,4 s pipetiranjem dodali plazmo, za 
pripravo krvi s hematokritoma 0,5 in 0,6 pa smo plazmo odvzeli. Tako pripravljeno kri smo z 
obračanjem epruvete ponovno homogenizirali. Uspešnost priprave smo preverili s ponovno 
analizo na hematološkem analizatorju. 
Preglednica III: Primer priprave krvi z različnimi hematokriti 
Začetni hematokrit 0,462 
Končni hematokrit 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 
Začetni volumen 
krvi [mL] 
0,649 0,974 1,299 1,623 1,948 
Izračunan volumen 
dodane/odvzete 
plazme [mL] 
+0,851 +0,526 +0,201 -0,123 -0,448 
Končni volumen 
[mL] 
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
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4.2 Določitev hematokrita z merjenjem hemoglobina v DBS 
Za določevanje hemoglobina v ekstraktih DBS smo uporabili metodo z določenimi 
prilagoditvami, ki so jo razvili Oshiro in sodelavci (34), za uporabo na DBS pa opisali 
Richardson in sodelavci (35). Metoda temelji na spektrofotometrični določitvi kompleksa 
natrijevega lavrilsulfata (SLS) s hemoglobinom. SLS oksidira železov Fe2+ ion v hemoglobinu 
do Fe3+ (methemoglobin) in s hemoglobinom tvori hemikromu podoben kompleks (34).  
4.2.1 Priprava kalibracijskih vzorcev za izdelavo umeritvene krivulje 
Za pripravo vzorcev posušenih krvnih madežev smo uporabili vensko kri petih različnih zdravih 
darovalcev odvzeto v vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. Najprej smo z metodo 
dodajanja in odvzemanja plazme opisano v poglavju 4.1 pripravili krvi s hematokriti od 0,2 do 
0,6. Na filter papir Whatman 903 smo s pipetiranjem volumetrično nanesli 20 μL krvi in madeže 
v temi sušili čez noč. Izseke madežev smo naredili s 6 mm luknjačem, jih prenesli v 1,5 mL 
plastične epruvete in jih ekstrahirali v 500 μL milliQ vode.  
Ekstrakcija je potekala pri sobni temperaturi najprej 30 minut brez mešanja, nato pa z mešanjem 
na vibracijskem mešalniku 10 sekund. 100 μL ekstrakta smo prenesli v mikrotitrsko ploščo in 
dodali 100 μL reagenta SLS. Mikrotitrsko ploščo smo rahlo pretresli in po 10 minutah izmerili 
absorbanco pri 550 nm na spektrofotometričnem čitalcu mikrotitrskih plošč Tecan. SLS reagent 
s koncentracijo 6,0 mmol/L smo pripravili z raztapljanjem natrijevega lavrilsulfata v milliQ 
vodi. Umeritveno krivuljo smo izdelali z metodo najmanjših kvadratov v programu Microsoft 
Excel. 
4.2.2 Priprava bolnikovih vzorcev in določitev hematokrita  
Bolnikom je bila venska kri odvzeta v vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. 
Uporabili smo vzorce krvi 7 bolnikov, katerim je bila kri odvzeta ob različnih dnevih. Vzorce 
DBS smo pripravili isti dan po odvzemu krvi. Na Whatman 903 filter papir smo volumetrično 
nanesli 20 μL venske krvi in madeže v temi sušili čez noč. S 6 mm luknjačem smo naredili 
izseke madežev. Ekstrakcijo in meritev smo izvedli enako kot je opisano v poglavju 4.2.1.  
Določitev hemoglobina v vzorcih DBS vseh bolnikov je bila izvedena na isti dan. Koncentracijo 
smo določali v duplikatih. Z uporabo enačbe umeritvene krivulje smo izračunali vrednost 
hematokrita in jo primerjali z vrednostjo določeno z referenčno metodo. Vrednost hematokrita 
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je bila z referenčno metodo določena ob odvzemu krvi bolnikov v Univerzitetnem kliničnem 
centru Ljubljana, Kliničnem oddelku za gastroenterologijo. 
4.3 Določitev hematokrita s programsko opremo ImageJ 
Za določitev hematokrita v vzorcih DBS smo uporabili prilagojeno metodo slikovne analize, ki 
zajema optično branje posušenih krvnih madežev in programsko obdelavo nastalih posnetkov. 
Metodo je za uporabo na vzorcih DBS razvil Del Ben s sodelavci (36). Uporabili smo prosto 
dostopno odprtokodno programsko opremo Fiji ImageJ. 
 
 
Slika 2: Primer optično prebranih vzorcev DBS za slikovno analizo s programsko opremo ImageJ 
4.3.1 Priprava kalibracijskih vzorcev in izdelava umeritvene krivulje 
Za izdelavo umeritvene krivulje smo po metodi opisani v poglavju 4.1 pripravili krvi z 
razponom vrednosti hematokrita od 0,2 do 0,6. Uporabili smo vensko kri petih zdravih 
darovalcev odvzeto v vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. Vzorce smo pripravili z 
volumetričnim nanosom 20 μL krvi na Whatman 903 filter papir. Nanesli smo 16 madežev krvi 
s posamezno vrednostjo hematokrita in jih čez noč sušili v temi. Madeže smo optično prebrali 
na optičnem bralniku in datoteke pretvorili v format barvnega modela RGB. S programom 
ImageJ smo z uporabo orodja za sledenje (Wand tracing tool) na posnetkih označili posamezne 
madeže ter jim izmerili vrednost sivine MGV (Mean gray value). Orodje za sledenje s primerno 
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nastavitvijo občutljivosti učinkovito zazna celotno površino vzorca DBS. Umeritveno krivuljo 
smo izdelali z metodo najmanjših kvadratov v programu Microsoft Excel. 
Preglednica IV: Nastavitve orodja za označevanje madežev v programu ImageJ 
Orodje »Wand (tracing) tool« 
Toleranca 35 
Način »8-connected« 
Glajenje izključeno 
 
4.3.2 Vpliv volumna DBS na določitev hematokrita 
Vpliv nanešenega volumna krvi na točnost določitve smo preverili z optičnim branjem in 
slikovno analizo vzorcev DBS z volumnom 20 μL in 40 μL pri vrednostih hematokrita od 0,2 
do 0,6. Analizo smo izvedli v šestih paralelkah. Vzorce smo pripravili enako kot je opisano v 
poglavju 4.3.1. Vpliv volumna smo ovrednotili s primerjavo povprečnih vrednosti določenih 
vrednosti MGV. 
4.3.3 Ovrednotenje stabilnosti barve vzorcev DBS 
Metoda slikovne analize je občutljiva na spremembo barve s staranjem vzorca DBS, zato smo 
želeli ovrednotiti spremembe, ki bi lahko nastale v obdobju od bolnikovega samovzorčenja do 
analize vzorca. Stabilnost barve DBS vzorcev smo tako preverili v obdobju 14 dni od nanosa 
krvi na filter papir. Analizirali smo vzorce venske krvi zdravega darovalca v območju vrednosti 
hematokrita od 0,2 do 0,6. Pripravili smo šest paralelk vzorcev z volumnom 20 μL in 40 μL. 
Vzorce smo analizirali v štirih časovnih točkah – 1. dan, 3. dan, 7. dan in 14. dan po nanosu. 
4.3.4 Ovrednotenje vpliva hematokrita na površino vzorca DBS 
Optično prebranim vzorcem DBS, ki smo jih uporabili za ovrednotenje stabilnosti barve smo 
s programom ImageJ izmerili tudi površino. Analizirali smo 6 paralelk vzorcev z volumnom 
20 μL in 40 μL in vrednostmi hematokrita od 0,2 do 0,6. Uporabili smo nastavitve programa 
opisane v preglednici 4 v poglavju 4.3.1. 
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4.3.5 Priprava bolnikovih vzorcev in določitev hematokrita 
Bolnikom je bila venska kri odvzeta v vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. Na 
Whatman 903 filter papir smo volumetrično nanesli 20 μL krvi in madeže v temi sušili čez noč. 
Pripravili smo po 10 oziroma 12 madežev z volumnom 20 μL. Madeže smo optično prebrali na 
optičnem bralniku in datoteko pretvorili v RGB barvni format. S programom ImageJ smo 
madežem določili vrednost MGV in iz enačbe umeritvene krivulje izračunali vrednost 
hematokrita. Vrednost smo primerjali z vrednostjo določeno z referenčno metodo. Uporabili 
smo isto orodje in nastavitve programa ImageJ kot pri pripravi umeritvene krivulje v poglavju 
4.3.1. 
4.4 Merjenje volumna krvi v izseku DBS z uporabo 
konduktometrije 
Volumen krvi v izseku madeža smo določali z merjenjem prevodnosti ekstrakta. Metodo smo 
priredili po metodi, ki so jo uporabili Kadjo in sodelavci (28). Uporabljali smo mikroelektrodo 
premera 4 milimetre, ki omogoča merjenje majhnih volumnov vzorca in meri v območju 
prevodnosti 0,01 – 100 mS. Merilec prevodnosti smo kalibrirali enotočkovno s standardom s 
specifično prevodnostjo 84 µS/cm pri temperaturi 23,5 °C. Odziv senzorja smo nato preverili 
tudi s standardno raztopino s specifično prevodnostjo 1413 µS/cm, saj so se pričakovane 
vrednosti gibale v območju 100 - 1000 µS/cm. 
4.4.1 Priprava vzorcev in izdelava umeritvene krivulje 
Vzorce smo pripravili iz venske krvi petih zdravih darovalcev, odvzete v vakuumske epruvete 
z antikoagulantom EDTA. S postopkom dodajanja in odvzemanje plazme, opisanem v poglavju 
4.1. smo pripravili kri z vrednostjo hematokrita 0,4. Na filter papir smo s pipetiranjem 
volumetrično nanesli madeže različnih volumnov: 5 µL, 10 µL, 15 µL, 20 µL, 30 µL in 40 µL. 
Madeže smo v temi sušili čez noč.  
Ekstrakcijski postopek: 
Na dan analize smo vzorce DBS cele izrezali, jih prenesli v 1,5 mL plastično epruveto in 
ekstrahirali v 500 µL milliQ vode. Madeže z volumni od 20 – 40 µL smo morali razrezati na 
štiri dele, da so bili ustrezno potopljeni. Ekstrakcija je potekala 30 minut brez mešanja na sobni 
temperaturi, nato še 10 sekund z mešanjem na vibracijskem mešalniku. Ekstraktom smo nato 
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direktno v plastični epruveti pomerili prevodnost. Med merjenjem vzorcev smo elektrodo dobro 
sprali z milliQ vodo in jo osušili. Po istem postopku smo pomerili tudi prevodnost milliQ vode 
in ekstrakta praznega filter papirja Whatman 903 s površino primerljivo površini uporabljenih 
kalibracijskih DBS vzorcev. Vse meritve so potekali pri isti temperaturi kot kalibracija 
elektrode (23,5 °C). Umeritveno krivuljo smo izdelali z metodo najmanjših kvadratov v 
programu Microsoft Excel. 
4.4.2 Preverjanje vpliva hematokrita na določitev volumna  
Vpliv hematokrita na določitev volumna smo preverili, ker bi lahko različna elektrolitska 
sestava plazme in krvnih celic oziroma različno učinkovita ekstrakcija ene ali druge 
komponente vplivala na merjenje prevodnosti. Za oceno primernosti metode pri merjenju 
volumnov krvi z drugačnimi vrednostmi hematokrita smo zato pripravili krvi z vrednostmi 
hematokrita v območju od 0,2 do 0,6. Na filter papir smo volumetrično nanesli različne 
volumne v območju 5 - 40 µL, jih sušili čez noč ter po postopku opisanem v poglavju 4.4.1 
izvedli ekstrakcijo. Po merjenju prevodnosti eluatov smo volumne določili iz enačbe 
umeritvene krivulje izdelane po postopku opisanem v poglavju 4.4.1 in preverili točnost ter 
natančnost določenih vrednosti. 
4.4.3 Ocena vpliva hematokrita na volumen v izseku DBS 
Zaradi višje viskoznosti krvi z višjimi vrednostmi hematokrita je v izseku DBS vzorca lahko 
večji volumen krvi kot pri krvi z nižjo vrednostjo hematokrita (19). Menili smo, da bi to lahko 
predstavljalo pomemben vir napake pri kvantifikaciji analita sploh pri vzorcih bolnikov, katerih 
vrednost hematokrita precej odstopa od populacijskega povprečja. Da bi ugotovili stopnjo 
variabilnosti volumna smo z merjenjem prevodnosti določili volumne krvi različnih 
hematokritov v enaki površini madeža.  
Konstantno površino vzorca smo zagotovili z uporabo luknjača s premerom 6 mm. Krvi z 
vrednostmi hematokrita v območju 0,2 – 0,6 smo pripravili z metodo opisano v poglavju 4.1. 
Na Whatman 903 filter papir smo volumetrično nanesli madeže krvi volumnov 20 in 40 μL ter 
vzorce čez noč sušili v temi. Po postopku opisanem v poglavju 4.4.1 smo ekstrahirali 6 mm 
izseke DBS in pomerili prevodnost ekstrakta. S škarjami smo izrezali tudi preostanek vzorca 
(kri zunaj perimetra izseka) in ga analizirali po enakem postopku.  
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Volumen krvi v izseku smo določili na dva načina. Pri prvem načinu smo predpostavili, da 
vsota izmerjene prevodnosti (κ) izseka in ostanka madeža predstavlja nanešeni volumen 20 μL 
in po spodnji enačbi izračunali volumen. 
𝑉(𝑖𝑧𝑠𝑒𝑘𝑎) =
κ(𝑖𝑧𝑠𝑒𝑘𝑎)
κ(𝑖𝑧𝑠𝑒𝑘𝑎) + κ(𝑜𝑠𝑡𝑎𝑛𝑘𝑎)
∗ 𝑉(𝐷𝐵𝑆)                          enačba 3 
Nato smo volumen izračunali še iz enačbe umeritvene krivulje pripravljene po postopku 
opisanem v poglavju 4.4.1.  
4.5 Analizna metoda za določitev ustekinumaba v DBS 
Za določanje koncentracije ustekinumaba v posušenih krvnih madežih smo uporabili 
encimskoimunsko metodo na trdnem nosilcu (ELISA). Uporabljali smo komplet 
Immunoguide® Ustekinumab ELISA za določanje ustekinumaba. Metoda je bila razvita in 
validirana za specifično in kvantitativno določitev prostega ustekinumaba v plazemskih in 
serumskih vzorcih (39). 
Preglednica V: Vsebina kompleta Immunoguide®  Ustekinumab ELISA (prirejeno po viru 39) 
Količina Sestavni del 
1x Mikrotitrska plošča za 96 vzorcev 
5x 0,5 mL Koncentrati standarda ustekinumaba (0, 20, 60, 200, 600 ng/mL) 
1x 12 mL Testni pufer 
1x 60 mL Koncentrat pufra za redčenje 
1x 12 mL 
Raztopina biotiniliranih monoklonskih protiteles proti človeškemu 
IgG (α-hIgG) 
1x 12 mL 
Encimski konjugat (hrenova peroksidaza konjugirana s 
streptavidinom) 
1x 12 mL Substrat za hrenovo peroksidazo (3,3’,5,5’- tetrametilbenzidin) 
1x 12 mL 1M HCl za prekinitev reakcije 
1x 50 mL Koncentrat pufra za spiranje 
2x Adhezivna tesnilna folija za mikrotitrsko ploščo  
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4.5.1 Analizni postopek  
Ker je komplet Immunoguide® namenjen za določanje koncentracij na plazemskih ali 
serumskih vzorcih, smo metodo prilagodili z namenom določanja koncentracij ustekinumaba 
tudi v vzorcih DBS.  
Priprava in ekstrakcija vzorcev DBS 
Vzorce DBS smo pripravili z volumetričnim nanosom krvi na Whatman 903 filter papir. Po 
sušenju v temi smo za ekstrakcijo uporabili 6 mm izsek DBS vzorca. Za ekstrakcijsko topilo 
smo uporabili fosfatni pufer s soljo in surfaktantom Tween® 20. Izsek vzorca smo ekstrahirali 
v 500 µL ekstrakcijskega topila. Ekstrakcija je potekala 4 ure pri 25 °C in mešanjem pri 200 
rpm. 
Preglednica VI: Priprava ekstrakcijskega topila pri določitvi koncentracije ustekinumaba v vzorcih DBS 
Komponenta Količina 
NaCl 8,00 g 
Na2HPO4 x 2H20 1,18 g 
KH2PO4 0,19 g 
Tween® 20 0,5 mL 
MilliQ voda 1,0 L 
 
Določitev koncentracije ustekinumaba 
Pred začetkom analize smo z milliQ vodo razredčili koncentrata pufra za spiranje (20x) in pufra 
za redčenje (5x). Pazili smo, da pri pipetiranju ni prišlo do tvorbe mehurčkov ter da čas 
pipetiranja pri posameznem koraku ni presegel 5 minut.  
Po izvedenem ekstrakcijskem postopku smo v jamice mikrotitrske plošče smo odpipetirali 100 
µL testnega pufra in dodali 75 µL ustrezno razredčenega ekstrakta vzorcev ter kalibratorjev 
(1:200). Na ploščo smo zalepili adhezivno tesnilno folijo, jo nekajkrat previdno stresli ter 
inkubirali 60 minut na sobni temperaturi. Nato smo odstranili folijo in odlili raztopino iz jamic. 
Ploščo smo trikrat sprali s 300 µL pufra za spiranje. V jamice smo dodali 100 µL raztopine 
biotiniliranih protiteles proti človeškemu IgG (α-hIgG), ploščo zalepili, nekajkrat previdno 
stresli in inkubirali 30 minut na sobni temperaturi. Ploščo smo nato petkrat sprali s 300 µL pufra 
za spiranje. V naslednjem koraku smo v jamice odpipetirali 100 µL raztopine encimskega 
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konjugata HRP-streptavidin, ploščo zalepili in inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Ploščo 
smo po inkubaciji štirikrat sprali s 300 µL pufra za spiranje. Nato smo v jamice odpipetirali 100 
µL raztopine substrata za HRP (3,3’,5,5’- tetrametilbenzidin) in ploščo v temi inkubirali 18,5 
minut pri sobni temperaturi. V zadnjem koraku smo dodali 100 µL 1M HCl za prekinitev 
reakcije, nekajkrat previdno stresli ploščo in znotraj 15 minut na čitalcu mikrotitrskih plošč 
Tecan pomerili absorbanco pri 450 nm. 
                         
 
                        Slika 3: Princip metode ELISA za določitev ustekinumaba (prirejeno po viru 39) 
4.5.2 Delna validacija metode 
Umeritvena krivulja 
Smernice FDA za validacijo bioanalitičnih metod predlagajo pri imunoloških metodah za 
izdelavo umeritvene krivulje analizo slepega vzorca in vsaj 6 kalibracijskih vzorcev različnih 
koncentracij, ki pokrivajo območje metode. Vsi kalibracijski in slepi vzorci morajo biti 
pripravljeni v enaki oziroma čim bolj podobni matrici kot vzorci bolnikov v katerih bomo 
določevali ustekinumab (31).  
Kalibracijske vzorce smo pripravili z dodajanjem delovne raztopine standarda ustekinumaba 
(WS) v vensko kri pred nanosom na filter papir. Delovne raztopine standarda smo pripravili v 
območju 0 – 240 mg/L z redčenjem standardne raztopine ustekinumaba s koncentracijo 1000 
mg/L s fosfatnim pufrom. Alikvoti standardne raztopine so bili shranjeni v zamrzovalniku pri  
-80 °C. K 190 µL krvi v 1,5 mL plastični epruveti smo dodali 10 µL delovne raztopine z 
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ustrezno koncentracijo ustekinumaba. Uporabili smo vensko kri s hematokritom 0,4, ki je bila 
pripravljena po metodi opisani v poglavju 4.1. Tako smo pripravili vzorce krvi s 
koncentracijami ustekinumaba v območju 0 – 12 mg/L. Vzorce krvi smo premešali z 
obračanjem epruvete in jih s pipetiranjem volumetrično nanesli na filter papir Whatman 903. 
Madeže smo sušili v temi čez noč. Koncentracije kalibracijskih vzorcev smo določili v dveh 
paralelkah in izdelali umeritveno krivuljo v programu Microsoft Excel. 
Preglednica VII: Priprava krvnih kalibracijskih vzorcev         
cUST [mg/L] Vkrvi [µL] VWS  [µL] cWS [mg/L] 
0 190 10 0 
3 190 10 60 
4 190 10 80 
6 190 10 120 
9 190 10 180 
12 190 10 240 
 
Točnost in natančnost 
S točnostjo izrazimo ujemanje določene vrednosti s pravo vrednostjo. Točnost metode 
določimo z analizo kontrolnih vzorcev in izračunom odstopanja od prave vrednosti. Smernice 
FDA za validacijo bioanalitičnih metod predlagajo pri imunoloških metodah vsaj 6 neodvisnih 
ponovitev analize izvedenih v različnih dneh, pri čemer uporabimo kontrolne vzorce petih 
različnih koncentracij v območju merjenja metode. Vzorce analiziramo vsaj v treh ponovitvah 
(31).  
Točnost metode smo določili s kontrolnimi vzorci (QC) DBS v nizkem (L), srednjem (M) in 
visokem (H) območju merjenja naše metode ter pri spodnji meji kvantifikacije (LLOQ). 
Posameznemu odzivu (A) kontrolnega vzorca smo po enačbi 4 določili koncentracijo (n in k 
sta spremenljivki umeritvene krivulje). Nato smo po enačbi 5 izračunali odstopanje 
posameznega vzorca. 
𝑐(𝑖𝑧𝑟𝑎č𝑢𝑛𝑎𝑛𝑎) =  
𝐴−𝑛
𝑘
                                   enačba 4 
 𝑂𝑑𝑠𝑡𝑜𝑝𝑎𝑛𝑗𝑒 [%] =
100∗( 𝑐(𝑖𝑧𝑟𝑎č𝑢𝑛𝑎𝑛𝑎)−𝑐(𝑝𝑟𝑎𝑣𝑎))
𝑐(𝑝𝑟𝑎𝑣𝑎)
                       enačba 5 
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Natančnost metode predstavlja stopnjo razpršenosti oziroma ujemanje določenih rezultatov 
istega vzorca, pri čemer analizo izvedemo pod enakimi pogoji v kratkem časovnem obdobju. 
Izrazimo jo lahko s standardnim odklonom (SD) ali relativnim standardnim odklonom (RSD). 
Prav tako kot pri določanju točnosti smernice FDA priporočajo izvedbo šestih neodvisnih analiz 
kontrolnih vzorcev pri vsaj petih različnih koncentracijah in treh ponovitvah. Določamo lahko 
natančnost znotraj analize in med analizami (31).  
Znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost smo izračunali iz istih meritev kontrolnih vzorcev 
kot pri izračunu točnosti. Izrazili smo jo kot relativni standardni odklon z uporabo enačbe 6. 𝑦 
v spodnji enačbi predstavlja povprečno vrednost meritev, 𝜎 pa standardni odklon. 
𝑅𝑆𝐷 [%] =  
100 ∗ 𝜎
𝑦
                                              enačba 6 
Priprava kontrolnih vzorcev 
Kontrolne vzorce za določitev točnosti in ponovljivosti metode smo pripravili z vensko krvjo s 
hematokritom 0,4. K 190 µL krvi smo dodali 10 µL delovne raztopine standarda ustekinumaba 
z ustrezno koncentracijo. Vzorce krvi smo premešali in jih s pipetiranjem volumetrično nanesli 
na filter papir Whatman 903. Madeže smo sušili v temi čez noč. Koncentracije kontrolnih 
vzorcev smo določali v petih paralelkah. 
Preglednica VIII: Priprava kontrolnih DBS vzorcev 
Oznaka 
vzorca 
cUST-kri 
[mg/L] 
Vkrvi [µL] 
VWS 
[µL] 
cWS 
[mg/L] 
QC-L 5 190 10 100 
QC-M 8 190 10 160 
QC-H 10 190 10 200 
 
4.5.3 Določitev koncentracije ustekinumaba v bolnikovih DBS vzorcih 
Bolnikom je bila venska kri odvzeta v vakuumske epruvete z antikoagulantom EDTA. S 
pipetiranjem smo volumetrično nanesli 20 µL krvi na Whatman 903 filter papir in madeže v 
temi sušili čez noč. Na dan analize smo s 6 mm luknjačem naredili izseke madežev, jih prenesli 
v 1,5 mL plastične epruvete in dodali 500 µL ekstrakcijske raztopine. Ekstrakcija je potekala 4 
ure na 25 °C in mešanjem pri 200 rpm. 50 µL ekstrakta smo nato razredčili s 350 µL  pufra za 
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redčenje in 75 µL te raztopine prenesli na ELISA ploščo. Analizo smo nato izvedli kot je 
opisano v poglavju 4.5.1. 
4.6 Izračun plazemskih koncentracij ustekinumaba 
Koncentracijo ustekinumaba v vzorcih DBS smo pretvorili v plazemsko na več načinov. 
Najprej smo uporabili preprosto enačbo, ki upošteva le vrednost hematokrita. Cb v spodnji 
enačbi predstavlja koncentracijo v krvi (vzorcu DBS), Cp plazemsko koncentracijo, Hct pa 
vrednost hematokrita. Izračunano koncentracijo smo nato primerjali s pravo plazemsko 
koncentracijo. 
𝑐𝑝 =
𝑐𝑏
(1−𝐻𝑐𝑡)
                                           enačba 7 
V nadaljevanju smo za izračun uporabili spodnjo enačbo, ki upošteva različen volumen krvi 
zaradi različne vrednosti hematokrita v izseku kalibracijskega in bolnikovega vzorca. 
𝑐𝑝 = 𝑐𝑏 ∗
𝑉(𝑖𝑧𝑠𝑒𝑘𝑎 𝐷𝐵𝑆 𝑘𝑎𝑙.  𝑣𝑧.)
𝑉(𝑖𝑧𝑠𝑒𝑘𝑎 𝐷𝐵𝑆 𝑏𝑜𝑙𝑛𝑖𝑘𝑜𝑣 𝑣𝑧.)
∗ (
1
1−𝐻𝑐𝑡
)             enačba 8 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Eksperimentalno delo je potekalo v več stopnjah. Želeli smo razviti metode, ki bi omogočale 
dodatno karakterizacijo bolnikovega vzorca DBS in s katerimi bi lahko izboljšali točnost 
določitve koncentracije ustekinumaba. Najprej smo poskušali razviti oziroma prilagoditi 
metodo za določitev hematokrita v vzorcu DBS. Metodo bi uporabili za določitev hematokrita 
v bolnikovih vzorcih DBS pridobljenih s samovzorčenjem. Hematokrit smo poskušali določiti 
z uporabo dveh metod. Določili smo ga posredno s slikovno analizo optično prebranih vzorcev 
DBS in spektrofotometrično z uporabo reagenta z natrijevim lavrilsulfatom. Rezultate obeh 
metod smo primerjali z rezultati referenčne metode in izbrali ustreznejšo. Nato smo razvili 
metodo na osnovi merjenja prevodnosti za določitev volumna krvi v vzorcu DBS. Določili smo 
volumne krvi v izsekih vzorcev DBS z različnimi vrednostmi hematokrita in tako kvantificirali 
njegov vpliv. V nadaljevanju smo v bolnikovih vzorcih DBS določili koncentracijo 
ustekinumaba in jo primerjali s koncentracijo določeno v plazemskih vzorcih. Koncentracijo v 
DBS smo pretvorili v plazemsko na več načinov in primerjali ujemanje koncentracij s 
plazemskimi vzorci. Točnost preračunane koncentracije smo poskušali izboljšati z uporabo 
podatkov, ki smo jih dobili pri raziskovanju vpliva hematokrita. 
5.1 Določitev hematokrita z merjenjem hemoglobina v DBS 
Hemoglobin v ekstraktu vzorca DBS smo določevali s spektrofotometrično meritvijo 
kompleksa natrijevega lavrilsulfata (SLS) s hemoglobinom. Izdelali smo umeritveno krivuljo, 
določili hematokrit v bolnikovih DBS vzorcih ter rezultate primerjali z rezultati referenčne 
metode. 
5.1.1 Izdelava umeritvene krivulje 
Umeritveno krivuljo smo izdelali v območju vrednosti hematokrita od 0,2 do 0,6. Pri vsaki 
vrednosti smo naredili 10 meritev. V programu Microsoft Excel smo nato z linearno regresijo 
povprečnih vrednosti izdelali umeritveno krivuljo. Odnos med vrednostjo hematokrita in 
asorbanco kalibracijskih vzorcev je opisala enačba y = 1,12x - 0,0335. Odzivi so bili linearni v 
celotnem območju vrednosti hematokrita kalibracijskih vzorcev. 
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Slika 4: Umeritvena krivulja za določitev hematokrita z merjenjem hemoglobina v ekstraktih izsekov 
DBS 
Ponovljivost meritev kalibracijskih vzorcev ni bila najboljša, vendar relativni standardni odklon 
pri nobeni vrednosti hematokrita ni presegal vrednosti 10 %. Točnost iz enačbe umeritvene 
krivulje povratno izračunanih vrednosti hematokrita je bila dobra (znotraj 5 % napake). 
Preglednica IX: Točnost in ponovljivost iz enačbe umeritvene krivulje izračunanih koncentracij 
kalibracijskih vzorcev  
Hematokrit Ponovljivost (n=10) Izračunana vrednost Točnost 
0,2 2,2 % 0,203 101 % 
0,3 9,6 % 0,308 103 % 
0,4 7,4 % 0,381 95,3 % 
0,5 9,3 % 0,504 103 % 
0,6 8,3 % 0,605 101 % 
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5.1.2 Določitev hematokrita na vzorcih bolnikov 
Absorbanco ekstraktov smo v duplikatih pomerili na vzorcih DBS šestih bolnikov. Nekaterim 
od njim je bila z namenom spremljanja terapevtskih koncentracij kri odvzeta večkrat. 
Hematokrit smo določili z uporabo enačbe umeritvene krivulje opisane v poglavju 5.1.1. 
Točnost smo izračunali glede na referenčno metodo (hematološki analizator). Večina rezultatov 
je odstopala za manj kot 10 %, en rezultat pa je odstopal za več kot 15 %. 
Preglednica X: Določitev hematokrita z merjenjem hemoglobina na vzorcih bolnikov 
Bolnik 
Hct določen z 
referenčno metodo 
Hct določen z 
metodo SLS 
Točnost 
1 
0,44 0,438 99,7 % 
0,44 0,490 111 % 
2 
0,46 0,482 105 % 
0,46 0,527 115 % 
0,45 0,486 108 % 
0,43 0,456 106 % 
0,44 0,465 106 % 
0,45 0,548 122 % 
3 
0,45 0,485 108 % 
0,44 0,457 104 % 
0,45 0,447 99,3 % 
0,46 0,475 103 % 
4 0,42 0,461 110 % 
5 0,44 0,473 108 % 
6 0,41 0,451 110 % 
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5.1.3 Primerjava z referenčno metodo 
Ujemanje rezultatov z referenčno metodo (hematološki analizator) smo preverili s Passing-
Bablokovo regresijo petnajstih meritev. Statistično analizo smo naredili s programom MedCalc. 
Opazili smo odstopanje meritev v pozitivno smer in precejšno razpršenost meritev. Modra 
črtkana črta na sliki 5 prikazuje črto enakosti (idealno ujemanje rezultatov metod). Regresijsko 
premico je opisala enačba y = 2,20x - 0,503. 95 % intervala zaupanja odseka (-3,06 – 0,0917) 
in naklona (0,867 – 8,00) sta vsebovala ničelno vrednost oziroma vrednost 1, vendar sta 
intervala zaradi majhnega števila vzorcev in razpršenosti meritev zelo široka. 
 
Slika 5: Primerjava vrednosti hematokrita določenih z metod z merjenjem hemoglobina in referenčno 
metodo (Passing Bablokov graf) 
Z izdelavo Bland Altmanovega grafa smo potrdili precejšnjo pristranost metode. Graf na sliki  
6 prikazuje absolutne razlike vrednosti hematokrita posameznih bolnikov določenih z obema 
metodama. Povprečna razlika vrednosti hematokrita med referenčno metodo in našo metodo je 
znašala 0,033 ± 0,050, pri čemer pa 95 % interval zaupanja ni vseboval ničelne vrednosti. Tako 
lahko potrdimo, da je pri naši metodi prišlo do sistematičnih razlik. Težavo nam je predstavljala 
tudi velikost vzorca, saj smo uspeli pridobiti le 15 meritev hematokrita na vzorcih 6 bolnikov, 
katerih prave vrednosti hematokrita so bile v ozkem območju (0,41 – 0,46). 
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Slika 6: Primerjava metode z merjenjem hemoglobina z referenčno metodo (Bland Altmanov graf) 
 
5.2 Določitev hematokrita in površine s programsko opremo 
ImageJ 
Z metodo slikovne analize optično prebranih vzorcev DBS smo določevali hematokrit in merili 
površino madežev. S tem smo pridobili podatke, ki smo jih potrebovali za kasnejši preračun 
koncentracij ustekinumaba in ocenili vpliv hematokrita na razširjanje krvi po papirju. Z 
določitvijo hematokrita bolnikovih vzorcev in primerjavo rezultatov z rezultati referenčne 
metode smo preverili tudi točnost razvite metode. Preverili smo tudi stabilnost barve vzorcev 
DBS v 14 dnevnem obdobju. 
5.2.1 Izdelava umeritvene krivulje 
Umeritveno krivuljo smo izdelali z linearno regresijo povprečij srednjih vrednosti sivin (Mean 
Gray Value) optično prebranih madežev. Pri posamezni vrednost hematokrita smo s slikovno 
analizo obdelali 80 madežev. Območje metode smo zmanjšali na vrednosti hematokrita od 0,2 
do 0,5 saj slikovna analiza pri določitvi vrednosti hematokrita od 0,5 do 0,6 ni več dajala 
linearnega odziva. Odnos med vrednostjo hematokrita in srednjo vrednostjo sivine je opisala 
enačba y = -129x + 162. 
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Slika 7: Umeritvena krivulja za določitev hematokrita s slikovno analizo DBS 
Ponovljivost metode slikovne analize je bila precej boljša od metode z uporabo reagenta z SLS, 
saj je relativni standardni odklon pri vseh vrednostih hematokrita bil manjši od 5 %. Točnost 
povratno izračunanih vrednosti hematokrita je bila dobra (znotraj 5 % napake). 
Preglednica XI: Točnost in ponovljivost iz enačbe umeritvene krivulje povratno izračunanih vrednosti 
hematokrita  
Hematokrit Ponovljivost (n=80) Izračunana vrednost Točnost 
0,2 2,6 % 0,191 95,7 % 
0,3 3,2 % 0,311 104 % 
0,4 4,4 % 0,404 101 % 
0,5 3,0 % 0,494 98,7 % 
y = -129x + 162
R² = 0.9951
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5.2.2 Ovrednotenje stabilnosti barve vzorcev DBS 
Stabilnost barve vzorcev smo preverili v časovnem obdobju, ki bi zadoščal za analizo 
bolnikovih vzorcev v primeru samovzorčenja na domu. Vzorce smo analizirali v petih časovnih 
točkah znotraj obdobja štirinajstih dni. Vzorci so bili shranjeni v vrečkah s sušilnim sredstvom, 
v temi na sobni temperaturi. Ugotovili smo, da v tem obdobju ni prišlo do večjih odklonov 
barve v eno ali drugo smer. V spodnjih tabelah so podane srednje vrednosti sivine (MGV) v 
različnih časovnih točkah. 
Preglednica XII: Ovrednotenje stabilnosti barve vzorcev DBS z volumnom 20 µL – vrednosti MGV v 
obdobju 14 dni 
Hematokrit Dan 1 Dan 2 Dan 4 Dan 7 Dan 14 
0,2 137,6 137,9 142,4 137,4 136,1 
0,3 123,2 121,0 124,8 121,5 121,8 
0,4 109,8 110,7 111,7 110,5 107,6 
0,5 96,47 98,89 98,04 99,48 97,94 
0,6 92,90 93,61 93,79 93,82 91,91 
 
Preglednica XIII: Ovrednotenje stabilnosti barve vzorcev DBS z volumnom 40 µL– vrednosti MGV v 
obdobju 14 dni 
Hematokrit Dan 1 Dan 2 Dan 4 Dan 7 Dan 14 
0,2 139,8 139,2 139,2 137,5 137,2 
0,3 125,7 121,8 122,0 123,4 122,1 
0,4 111,8 111,2 111,2 110,6 107,1 
0,5 100,2 101,4 101,5 101,7 100,5 
0,6 96,02 93,11 93,19 94,07 92,51 
 
Na spodnjih slikah je prikazano gibanje srednje vrednosti sivine v obdobju testiranja stabilnosti. 
Izrazitih trendov ni bilo zaznati, zato smo lahko potrdili stabilnost barve vzorcev pri 
shranjevanju v predpisanih pogojih. Stabilnost bi bilo smotrno preveriti še pri pogojih, 
kakršnim bi bili vzorci lahko izpostavljeni med transportom. 
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Slika 8: Prikaz stabilnosti barve vzorcev DBS z volumnom 20 µL – gibanje vrednosti MGV 
 
Slika 9: Prikaz stabilnosti barve vzorcev DBS z volumnom 40 µL – gibanje vrednosti MGV 
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5.2.3 Ovrednotenje vpliva hematokrita na površino vzorca DBS 
S programsko opremo ImageJ smo v 6 paralelkah izmerili površino vzorcem DBS z volumnom 
20 µL in 40 µL. V spodnji preglednici je podana povprečna vrednost meritev površine in 
relativni standardni odklon. Natančnost določitve je bila dobra (RSD < 5 %) 
Preglednica XIV Površine in relativni standardni odklon meritev vzorcev DBS z volumnom 20 µL 
(levo) in 40 µL (desno) 
Hematokrit Površina RSD (n=6) 
 
Hematokrit Površina RSD (n=6) 
0,2 0,08284 3,4 % 0,2 0,1595 3,6 % 
0,3 0,07975 2,3 % 0,3 0,1515 2,6 % 
0,4 0,07558 2,0 % 0,4 0,1450 1,4 % 
0,5 0,07013 2,1 % 0,5 0,1366 0,8 % 
0,6 0,06687 3,9 % 0,6 0,1318 2,4 % 
 
Odnos med hematokritom in povprečno površino paralelk smo nato prikazali v programu 
Microsoft Excel. Izkazalo se je da je odnos linearen (R2 > 0,990). Pri 40 µL vzorcu ga je opisala 
enačba y = - 0,0704x + 0,173 pri 20 µL vzorcu pa y = - 0,0416x + 0,0917  Iz naklonov krivulj 
je razvidno, da ima vrednost hematokrita večji vpliv pri večjem volumnu. 
 
Slika 10: Odnos vrednosti hematokrita in površine vzorca DBS  
y = -0,0704x + 0,173
R² = 0,994
y = -0,0416x + 0,0917
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V spodnji preglednici smo izračunali relativno odstopanje površine v primerjavi s površino 
vzorca s hematokritom 0,4. To vrednost smo za primerjavo izbrali, ker so kalibracijski vzorci 
pri določitvi ustekinumaba pripravljeni v krvi s hematokritom 0,4. Izračunano odstopanje nam 
je nakazovalo v kakšnem meri bi lahko odstopal tudi volumen krvi v izseku vzorca DBS s 
fiksno površino (če predpostavimo, da je kri na papirju razporejena homogeno v enakomerni 
debelini – model valja). Relativno odstopanje je bilo pri obeh volumnih vzorcev podobno, 
gibalo se je v območju ± 10 %.  
Preglednica XV: Relativno odstopanje površine vzorcev glede na površino vzorca s hematokritom 0,4 
Hematokrit 
Odstopanje od 
Hct=0,4 (20 µL) 
Odstopanje od 
Hct=0,4 (40 µL) 
0,2 9,6 % 10,0 % 
0,3 5,5 % 4,5 % 
0,4 0,0 % 0,0 % 
0,5 -7,2 % -5,8 % 
0,6 -11,5 % -9,1 % 
 
5.2.4 Določitev hematokrita na vzorcih bolnikov 
Hematokrit smo s slikovno analizo določili na istih bolnikovih vzorcih DBS kot pri metodi 
določitve hematokrita z merjenjem hemoglobina. Točnost metode slikovne analize je bila precej 
boljša. Večina vrednosti je od prave vrednosti odstopala za manj kot 2,5 %, nobena pa za več 
kot 15 %. 
Preglednica XVI: Določitev hematokrita s slikovno analizo na vzorcih bolnikov 
Bolnik 
Hct določen z 
referenčno metodo 
Hct določen s 
slikovno analizo 
Točnost 
1 
0,44 0,440 100 % 
0,44 0,419 95,3 % 
2 
0,46 0,458 99,6 % 
0,46 0,464 101 % 
0,45 0,457 102 % 
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0,43 0,427 99,2 % 
0,44 0,457 104 % 
0,45 0,460 102 % 
3 
0,45 0,414 89,9 % 
0,44 0,447 102 % 
0,45 0,459 99,9 % 
0,46 0,455 101 % 
4 0,42 0,422 100 % 
5 0,44 0,444 98,7 % 
6 0,41 0,469 114 % 
 
5.2.5 Primerjava z referenčno metodo 
Tako kot pri metodi z določevanjem hemoglobina smo tudi metodo slikovne analize primerjali 
z referenčno metodo. Izdelali smo Passing Bablokov graf, ki je pokazal solidno ujemanje 
določenih vrednosti brez trendov odstopanja. Razpršenost podatkov je bila manjša kot pri 
metodi z določevanjem hemoglobina. Regresijsko premico je opisala enačba y = 1,24x – 0,106. 
95 % intervala zaupanja odseka (-1,39 – 0,136) in naklona (0,700 – 4,10) sta vsebovala ničelno 
vrednost oziroma vrednost 1. 
Slika 11: Primerjava vrednosti hematokrita določenih z metodo slikovne analize (ImageJ) in z 
referenčno metodo (Passing Bablokov graf) 
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Bland Altmanov graf nam je pokazal, da smo z metodo slikovne analize dobro določili 
vrednosti hematokrita v vzorcih. Povprečje razlik določenih vrednosti (-0,002) je pokazalo, da 
metoda ni pristrana, saj je 95 % interval zaupanja vseboval ničelno vrednost.  95 % meritev se 
je nahajalo znotraj absolutne napake ± 0,04, kar je za naš namen ustrezno. 
Slika 12: Primerjava metode slikovne analize z referenčno metodo (Bland Altman) 
 
5.3 Določitev volumna krvi v vzorcu DBS  z merjenjem 
prevodnosti 
Za oceno vpliva hematokrita smo želeli razviti metodo, ki bi omogočala hitro in enostavno 
določitev volumna krvi v izseku vzorca DBS. Uporabili smo tehniko z merjenjem prevodnosti 
vodnega ekstrakta vzorca DBS. Določili smo odnos med volumnom krvi in izmerjeno 
prevodnostjo ter preverili, če lahko volumen določamo točno in natančno neglede na vrednost 
hematokrita krvi. 
5.3.1 Izdelava umeritvene krivulje 
Umeritveno krivuljo smo izdelali z merjenjem prevodnosti ekstraktov posušenih krvnih 
madežev različnih volumnov z vrednostjo hematokrita 0,4. Pri vsaki vrednosti volumna smo 
naredili 10 meritev in z metodo najmanjših kvadratov v programu Microsoft Excel izdelali 
umeritveno krivuljo. Metoda je dajala linearen odziv v celotnem območju volumnov. Odnos 
med volumnom krvi in prevodnostjo je opisala enačba y = 25,1x + 3,17. Ponovljivost meritev 
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kalibracijskih vzorcev je bila zadovoljiva, prav tako tudi točnost iz umeritvene krivulje 
povratno izračunanih volumnov kalibracijskih vzorcev. Vrednosti so podane v spodnji 
preglednici.  
Slika 13: Umeritvena krivulja za določitev volumna v vzorcu DBS 
 
Preglednica XVII: Točnost in ponovljivost povratno izračunanih koncentracij kalibracijskih vzorcev 
Pravi volumen [µL] Izračunani volumen [µL] Točnost RSD (n=10) 
5 5,01 100,2 % 12,7 % 
10 10,39 103,9 % 6,1 % 
15 14,68 97,9 % 5,3 % 
20 19,78 98,9 % 6,6 % 
30 30,04 100,1 % 4,4 % 
40 40,10 100,3 % 4,1 % 
 
Izmerili smo tudi prevodnosti ekstrakcijskega topila (milliQ voda) in ekstraktov praznega 
Whatman papirja s površinami primerljivi površinam kalibracijskih vzorcev. Prevodnost smo 
določali v dveh paralelkah. Prevodnost milliQ vode je znašala manj kot 1 µS/cm, prevodnosti 
ekstrakta Whatman papirja pa so podane v spodnji preglednici. Odločili smo se, da prevodnosti 
ekstrakta papirja ne upoštevamo, saj je vpliv prisoten pri meritvah vseh vzorcev. 
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Preglednica XVIII: Prevodnost ekstraktov praznega Whatman papirja 
Površina papirja, ki ustreza 
volumnu [µL] 
Prevodnost [µS/cm] 
5 7,60 
10 9,71 
20 14,31 
30 18,53 
40 28,60 
 
5.3.2 Preverjanje vpliva hematokrita na določitev volumna z 
merjenjem prevodnosti 
Ustreznost metode za določanje volumnov krvi z različnimi vrednostmi hematokrita smo 
ovrednotili z merjenjem prevodnosti ekstraktov vzorcev DBS s hematokritoma 0,2 in 0,6. 
Omenjeni razpon vrednosti hematokrita je ustrezal pričakovanim vrednostim v populaciji 
bolnikov. Priprava vzorcev je bila enaka kot pri kalibracijskih vzorcih, uporabili smo cele 
izrezane madeže. Pri vsakem volumnu smo naredili 10 meritev. Vrednosti smo izračunali z 
uporabo enačbe umeritvene krivulje iz točke 5.3.1 (y = 25,1x + 3,17) ter izračunali točnost in 
ponovljivost.  
Preglednica XIX: Točnost in natančnost metode pri določitvi volumna vzorcem DBS s hematokritom 
0,2 
Pravi volumen [µL] Izračunani volumen [µL] Točnost Ponovljivost (RSD) 
5 5,48 109,6 % 10,2 % 
10 10,88 108,8 % 3,6 % 
15 15,53 103,5 % 6,5 % 
20 20,88 104,4 % 4,1 % 
30 32,76 109,2 % 7,7 % 
40 41,42 103,5 % 4,0 % 
 
43 
 
Točnost metode pri obeh skrajnih pričakovanih vrednostih hematokrita je bila ustrezna, saj je 
bila pri vseh volumnih znotraj 10 %, razen pri najmanjšem volumnu krvi s hematokritom 0,6 je 
bila znotraj 20 %. Ponovljivost je bila zadovoljiva, relativni standardni odklon meritev pri vseh 
volumnih je bil manjši od 15 %.  
Preglednica XX: Točnost in natančnost metode pri določitvi volumna vzorcem DBS s hematokritom 
0,6 
Pravi volumen [µL] Izračunani volumen [µL] Točnost Ponovljivost 
5 5,94 118,8 % 14,2 % 
10 9,79 97,9 % 4,4 % 
15 14,01 93,4 % 3,2 % 
20 19,71 98,6 % 4,2 % 
30 29,63 98,8 % 7,8 % 
40 37,52 93,8 % 6,0 % 
 
Opazili smo, da smo pri nižji vrednosti hematokrita sistematično določili previsoke volumne, 
pri višji pa prenizke. Menili smo, da bi težava lahko izvirala iz različne ionske sestave plazme 
in krvnih celic, iz manj učinkovite ekstrakcije DBS vzorcev z višjimi vrednostmi hematokrita 
ali pa iz kombinacije obeh dejavnikov. Da smo ugotovili pravi razlog, smo s spremembo 
ekstrakcijskega postopka preverili učinkovitost ekstrakcije. Analizirali smo dve skupini šestih 
vzorcev; prvo skupino po normalnih ekstrakcijskih pogojih opisanih v poglavju 4.4.1 (pogoj 1), 
drugo pa po ostrejših pogojih z mešanjem na mešalnikom in uporabo ultrazvoka (pogoj 2). 
Rezultati so predstavljeni v preglednici XXI.  
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Preglednica XXI: Test ekstrakcije vzorcev DBS s hematokritom 0,2 in 0,6 
Meritev 
κ (pogoj 1, Hct 
0,2) [µS/cm] 
κ (pogoj 2, Hct 
0,2) [µS/cm] 
κ (pogoj 1, Hct 
0,6) [µS/cm] 
κ (pogoj 2, Hct 
0,6) [µS/cm] 
1 563,2 585,5 536,0 537,6 
2 587,9 539,7 532,7 550,7 
3 568,5 583,3 536,1 530,0, 
4 589,5 611,2 518,7 501,5 
5 539,8 557,9 522,3 546,3 
6 569,6 590,8 529,3 546,2 
 
Ponovljivost 3,2 % 4,4 % 1,4 % 3,4 % 
Povprečna 
vrednost 
569,8 578,1 529,2 535,4 
 
Kljub uporabi ostrejših ekstrakcijskih pogojev (z mešanjem na mešalniku 20 minut pri 400 rpm 
in 10 minut v ultrazvočni kopeli) je bila izmerjena prevodnost primerljiva. Sklenili smo, da z 
našimi ekstrakcijskim pogoji zadovoljivo ekstrahiramo elektrolite in da razlike torej izhajajo iz 
različnega prispevka ionov v plazmi oziroma eritrocitih.  
Volumen krvi v vzorcu DBS nam je z merjenjem prevodnosti uspelo določiti hitro, enostavno 
in relativno točno. Metoda je preprosta, ne zahteva drage opreme, reagentov ali kemikalij. 
Napaka, ki jo storimo pri določevanju volumna krvi z ekstremnimi vrednostmi hematokrita 
vseeno ni tako velika, da bi predstavlja oviro pri uporabi metode (< 10 %). 
5.4 Vpliv hematokrita na volumen v izseku vzorca DBS 
Vpliv hematokrita na volumen krvi v izseku vzorca DBS smo ocenili na vzorcih volumna 20 
µL in 40 µL. Volumen v izseku smo določevali z metodo merjenja prevodnosti. Pri posamezni 
vrednosti hematokrita smo analizirali 6 vzorcev. Določili smo tudi volumen krvi v preostanku 
madeža – perimetru. Volumen smo nato izračunali na dva načina – z uporabo enačbe 
umeritvene krivulje, prikazane v poglavju 5.3.1 (metoda 1) ter z upoštevanjem volumnov 
perimetrov (metoda 2). Izsek madeža DBS smo naredili s 6 mm luknjačem, preostanek pa smo 
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izrezali s škarjami. Pri uporabi metode 2 privzamemo, da vsota prevodnosti izseka madeža in 
preostanka – perimetra predstavlja pravi volumen krvi (enačba 3). S tem se izognemo napaki, 
ki jo pri ekstremnih vrednostih hematokrita storimo zaradi različne ionske sestave plazme in 
eritrocitov. 
Preglednica XXII: Vpliv hematokrita na volumen v izsekih vzorcev DBS z volumnom 20 µL 
Hematokrit 
Prevodnost 
izseka [µS/cm] 
Prevodnost 
preostanka 
[µS/cm] 
V metoda 1 
[µL] 
V metoda 2  
[µL] 
0,2 240,8 310,3 9,5 8,7 
0,3 251,3 312,4 9,9 8,9 
0,4 262,3 284,4 10,3 9,6 
0,5 278,4 268,0 11,0 10,2 
0,6 288,3 255,6 11,4 10,6 
 
Preglednica XXIII: Vpliv hematokrita na volumen v izsekih vzorcev DBS z volumnom 40 µL 
Hematokrit 
Prevodnost 
[µS/cm] 
Prevodnost 
preostanka 
[µS/cm] 
V metoda 1 
[µL] 
V metoda 2  
[µL] 
0,2 239,8 896,1 9,4 8,4 
0,3 253,5 825,3 10,0 9,4 
0,4 287,9 778,9 11,3 10,8 
0,5 293,1 755,9 11,6 11,2 
0,6 302,1 709,0 11,9 12,0 
 
Pričakovano smo potrdili, da se z vrednostjo hematokrita volumen v izseku vzorca DBS veča. 
Opazili smo tudi, da je v izsekih DBS z volumnom 40 µL volumen krvi večji kot pri izsekih 
DBS z volumnom 20 µL. Razlika je bila izrazitejša pri višjih vrednostih hematokrita. 
Ugotovitve se ujemajo s pričakovanji, saj viskoznejši večji volumni krvi pri nanosu težje 
potujejo po filter papirju. Na spodnji sliki je prikazan odnos med vrednostjo hematokrita in 
volumnom v izseku vzorcu DBS. Odnos je relativno linearen, večji vpliv hematokrita na 
volumen pa je lepo viden pri vzorcih z volumnom 40 µL (oranžna krivulja). 
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Slika 14: Vpliv hematokrita na volumen krvi v izseku DBS – metoda 2 
 
Z metodo merjenja prevodnosti nam je uspelo oceniti in kvantificirati vpliv hematokrita na 
volumen v izseku vzorca DBS. Ugotovili smo, da pride do pomembnih razlik pri obeh 
preizkušenih začetnih volumnih, še posebno pri višjem. Razlike v volumnu krvi v izseku so 
lahko precej velike, tako je izsek vzorca s hematokritom 0,6 vseboval 43 % več krvi kot izsek 
vzorca s hematokritom 0,2. Pri metodi določitve ustekinumaba smo uporabili kalibracijske 
vzorce pripravljene s krvjo s hematokritom 0,4, zato razlike ne bodo tako izrazite. Kljub temu 
bomo lahko s pridobljenimi podatki izboljšali točnost določitve in zmanjšali analizno napako. 
 
5.5 Poskus delne validacije imunološke metode Immunoguide 
za uporabo na vzorcih DBS 
Imunološko metodo validirano za določanje ustekinumaba v plazemskih in serumskih vzorcih 
smo priredili in razširili uporabo tudi na vzorce DBS. Metodo smo zato poskusili ponovno 
validirati. V sklopu raziskovalnega projekta so bili preizkušeni naslednji parametri: umeritvena 
krivulja, točnost in natančnost, stabilnost pri povišani (40 °C) in znižani temperaturi (- 20 °C), 
izkoristek, integriteta redčenja ter vpliv hematokrita. V magistrski nalogi bom predstavil le 
rezultate točnosti in natančnosti ter umeritvene krivulje. 
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5.5.1 Umeritvena krivulja 
Za izdelavo kalibracijske krivulje smo analizirali kalibracijske vzorce ustekinumaba pri petih 
koncentracijah v območju od 3 do 12 mg/L. Njihova priprava je opisana v poglavju 4.5.2. 
Analizirali smo tudi slepi vzorec. Vse določitve smo izvajali v dveh paralelkah kot priporočajo 
smernice FDA. Umeritveno krivuljo smo pripravili v vsaki ponovitvi dneva validacije. 
Slika 15: Umeritvene krivulje za določitev ustekinumaba v vzorcih DBS 
 
 
Krivuljo smo izdelali z linearno regresijo v programu Microsoft Excel in odnos med 
koncentracijo ustekinumaba in absorbanco opisali z linearno enačbo. Območje metode je bilo 
omejeno zaradi relativno visokega odziva slepega vzorca, zato smo za najnižjo mejo 
določljivosti izbrali koncentracijo 3,0 mg/L. Za zgornjo mejo metode smo izbrali koncentracijo 
12,0 mg/L. Območje metode smo tako prilagodili pričakovanim koncentracijam v vzorcih 
bolnikov, kjer najvišja serumska koncentracija po prejemu zdravila znaša okrog 120 mg/L, 
najnižja koncentracija pred prejemom naslednjega odmerka pa okrog 3 mg/L (38). Ker je bila 
integriteta redčenja uspešno potrjena, lahko zato z ustreznim redčenjem analiziramo vse vzorce 
ne glede na čas odvzema. 
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Preglednica XXIV: Točnost kalibracijskih vzorcev ustekinumaba 
c [mg/L] ccalc [mg/L] Dan 1 ccalc [mg/L] Dan 2 ccalc [mg/L] Dan 3 
3,0 2,55 2,69 3,78 
4,0 4,70 4,04 3,30 
6,0 5,70 5,86 5,76 
9,0 9,08 10,09 9,01 
12,0 11,97 11,32 12,16 
 
Preglednica XXV: Odstopanje kalibracijskih vzorcev ustekinumaba od teoretične vrednosti 
c [mg/L] Odstopanje Dan 1 Odstopanje Dan 2 Odstopanje Dan 3 
3,0 -14,9 % -10,2 % 26,0 % 
4,0 17,5 % 1,0 % -17,4 % 
6,0 -5,1 % -2,3 % -4,0 % 
9,0 0,9 % 12,1 % 0,1 % 
12,0 -0,2 % -5,7 % 1,3 % 
 
Točnost kalibracijskih vzorcev je razen pri enem vzorcu (označen z rdečo barvo) v vseh treh 
validacijskih dnevih ustrezala smernicam FDA. Smernice zahtevajo, da je odstopanje povratno 
izračunane koncentracije od teoretične manjše od 20 %, oziroma 25 % pri spodnji in zgornji 
meji določljivosti. Smernice sicer zahtevajo vsaj 6 kalibracijskih točk vendar smo jih zaradi 
ozkega območja metode uporabili 5. Ponovljivost in linearnost kalibracijskih krivulj ni bila 
najboljša, prav tako pa smo imeli precej težav z relativno visokim odzivom slepega vzorca, kar 
smo pripisali zahtevnemu matriksu vzorca. Možen razlog bi bila lahko tudi vezava 
nespecifičnih sekundarnih biotiniliranih protiteles na plazemske IgG, ki kljub spiranju ostanejo 
na mikrotitrski plošči. 
5.5.2 Točnost  
Točnost metode smo preverili s kontrolnimi vzorci pri štirih koncentracijah znotraj umeritvene 
krivulje vključno s spodnjo mejo kvantifikacije (3, 5, 8 in 10 mg/mL). Koncentracije smo 
kontrolnim vzorcem določali v pet ponovitvah. Za določitev meddnevne točnosti smo analizo 
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ponovili v treh različnih dneh. Točnost je v spodnjih tabelah podana z odstopanjem od prave 
koncentracije. 
Kontrolni vzorci lahko po smernicah FDA za validacijo bioanalitičnih metod iz leta 2018 od 
prave vrednosti odstopajo največ 20 %, pri spodnji meji določljivosti pa 25 %. V prvem dnevu 
validacije so tej zahtevi ustrezali vsi vzorci razen enega, ki je močno odstopal (skoraj 50 %). 
Preglednica XXVI: Rezultati točnosti prvi dan - koncentracije kontrolnih vzorcev 
Ponovitev LLOQ [mg/mL] QC-L [mg/mL] QC-M [mg/mL] QC-H [mg/mL] 
1. 3,46 4,43 7,69 9,35 
2. 2,86 2,51 6,96 8,76 
3. 2,83 4,32 8,17 9,24 
4. 2,95 4,00 7,96 8,33 
5. 2,37 4,27 7,92 9,03 
 
Povprečna 
vrednost 
2,89 3,91 7,74 8,94 
 
Preglednica XXVII: Rezultati točnosti prvi dan – odstopanje od prave vrednosti 
Ponovitev LLOQ  QC-L QC-M QC-H 
1. 15,3 % -11,4 % -3,9 % -6,5 % 
2. -4,7 % -49,8 % -13,0 % -12,4 % 
3. -5,7 % -13,6 % 2,1 % -7,6 % 
4. -1,7 % -20,0 % -0,5 % -16,7 % 
5. -21,0 % -14,6 % -1,0 % -9,7 % 
 
Povprečna 
vrednost 
-3,7 % -21,8 % -3,3 % -10,6 % 
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V drugem dnevu validacije točnosti so zahtevam smernic ustrezali vsi vzorci razen dveh pri 
kontrolnem vzorcu srednje koncentracije (QC-M).  
Preglednica XXVIII: Rezultati točnosti drugi dan - koncentracije kontrolnih vzorcev 
Ponovitev LLOQ [mg/L] QC-L [mg/L] QC-M [mg/L] QC-H [mg/L] 
1. 2,95 4,69 4,86 10,22 
2. 2,66 4,57 6,09 10,32 
3. 2,60 5,05 6,78 9,78 
4. 2,59 4,62 8,27 10,77 
5. 2,48 5,32 7,69 9,46 
 
Povprečna 
vrednost 
2,66 4,85 6,74 10,11 
 
Preglednica XXIX: Rezultati točnosti drugi dan – odstopanje od prave vrednosti 
Ponovitev LLOQ [mg/L] QC-L [mg/L] QC-M [mg/L] QC-H [mg/L] 
1. -1,7 % -6,2 % -39,3 % 2,2 % 
2. -11,3 % -8,6 % -23,9 % 3,2 % 
3. -13,3 % 1,0 % -15,3 % -2,2 % 
4. -13,7 % -7,6 % 3,4 % 7,7 % 
5. -17,3 % 6,4 % -3,9 % -5,4 % 
 
Povprečna 
vrednost 
-11,3 % -3,0 % -15,8 % 1,1 % 
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V tretjem dnevu validacije točnosti je bilo izven meja smernic kar nekaj rezulatatov izven meja 
smernic (v preglednici zgoraj so označeni z rdečo barvo). Najverjetneje je bila prisotna neka 
sistematska napaka, saj smo pri vseh kontrolnih vzorcih določili previsoke rezultate. 
Preglednica XXX: Rezultati točnosti tretji dan - koncentracije kontrolnih vzorcev 
Ponovitev LLOQ [mg/L] QC-L [mg/L] QC-M [mg/L] QC-H [mg/L] 
1. 3,81 5,19 8,46 10,91 
2. 3,82 5,58 8,82 11,15 
3. 3,98 6,63 9,06 11,15 
4. 3,68 6,85 9,02 10,77 
5. 3,69 5,72 8,20 12,65 
     
Povprečna 
vrednost 
3,80 5,99 8,71 11,33 
 
Preglednica XXXI: Rezultati točnosti tretji dan - odstopanje od prave vrednosti 
Ponovitev LLOQ QC-L QC-M QC-H 
1. 27,1 % 3,7 % 5,8 % 9,1 % 
2. 27,3 % 11,5 % 10,2 % 11,5 % 
3. 32,6 % 32,6 % 13,2 % 11,5 % 
4. 22,6 % 37,1 % 12,8 % 7,7 % 
5. 23,0 % 14,4 % 2,4 % 26,5 % 
     
Povprečna 
vrednost 
26,5 % 19,9 % 8,9 % 13,3 % 
 
5.5.3 Natančnost 
Natančnost metode pri analizi kontrolnih vzorcev smo v spodnji tabeli podali kot relativne 
standardne odklone (RSD) vrednosti petih meritev pri posamezni koncentraciji kontrolnega 
vzorca. S številkami od 1 do 3 so označeni validacijski dnevi. Izračunali smo natančnost znotraj 
dneva, pa tudi meddnevno natančnost. FDA smernice pri znotraj in meddnevni natančnosti 
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zahtevajo, da je RSD manjši od 20 %, pri LLOQ pa manjši od 25 %. V spodnji tabeli so z rdečo 
obarvani rezultati, ki so odstopali od zahtevanih meja. Natančnost ni bila najboljša zaradi 
nekaterih vrednosti, ki so precej odstopale od teoretičnih. 
Preglednica XXXII: Znotrajdnevna in meddnevna natančnost metode za določanje ustekinumaba v 
vzorcih DBS 
Vzorec Izmerjene koncentracije [mg/mL] RSD [%] znotraj dneva RSD [%] med dnevi 
LLOQ 
1     
              
3,46 
2,86 
2,83 
2,95 
2,37 
 
2 
 
2,95 
2,66 
2,60 
2,59 
2,48 
 
3 
 
3,81 
3,82 
3,98 
3,68 
3,69 
 
13,4  6,6  3,2  18,0  
QC-L 
1 
 
4,43 
2,51 
4,32 
4,00 
4,27 
 
2 
 
4,69 
4,57 
5,05 
4,62 
5,32 
 
3 
 
5,19 
5,58 
6,63 
6,85 
5,72 
 
20,4  6,7  11,9  21,7  
QC-M 
1 
 
7,69 
6,96 
8,17 
7,96 
7,92 
 
2 
 
4,86 
6,09 
6,78 
8,27 
7,69 
 
3 
 
8,46 
8,82 
9,06 
9,02 
8,20 
 
6,0  19,9  4,3  14,8  
QC-H 
1 
 
9,35 9,347 
8,76 8,759 
9,24 9,242 
8,33  
9,03  
 
2 
 
10,23 10,227 
10,32 10,321 
9,78 9,777 
10,77 10,769 
9,46  
 
3 
 
,91 
1,15 
11,15 
, 7 
12,65 
 
4,6 5,0 6,7 11,3 
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5.6. Določitev koncentracije ustekinumaba v vzorcih bolnikov 
Koncentracijo ustekinumaba v bolnikovih DBS vzorcih smo izračunali iz enačb umeritvenih 
krivulj izdelanih na istih kompletih Immunoguide s katerim so bili analizirani bolnikovi 
vzorci. Umeritvene krivulje smo pripravili s kalibracijskimi DBS vzorci katerih priprava je 
opisana v poglavju 4.5.2. krivulje pa so prikazane v poglavju 5.5.1.  
Koncentracije ustekinumaba v bolnikovih vzorcih DBS smo določali v dveh ponovitvah. 
Uporabili smo vzorce treh bolnikov katerim je bila kri odvzeta v večih časovnih točkah terapije 
z ustekinumabom. Plazemskim vzorcem je bila v sklopu raziskovalnega projekta koncentracija 
določena iz enačbe umeritvene krivulje pripravljene s kalibratorji vključenimi v komplet 
Immunoguide. 
Preglednica XXXIII: Meritve koncentracije ustekinumaba v vzorcih DBS 
Bolnik Absorbanca 
Ponovljivost 
meritev (n=2) [%] 
cDBS [mg/L] cpl [mg/L] 
1 
0,6789 
0,6735 
0,6 % 4,29 8,12 
0,8130 
0,8321 
1,6 % 5,16 8,57 
0,5911 
0,8191 
22,9 % 4,42 7,39 
0,6689 
0,7049 
3,7 % 4,36 6,08 
2 
0,7299 
0,6908 
3,9 % 3,15 5,24 
0,8124 
0,7342 
7,2 % 4,89 8,74 
3 
0,8980 
0,8779 
1,6 % 4,24 7,28 
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5.6.1 Izračun plazemskih koncentracij ustekinumaba 
Metoda 1 
Za pretvorbo koncentracije ustekinumaba v vzorcu DBS v plazemsko koncentracijo smo najprej 
uporabili enačbo 7 (opisana v poglavju 4.6), za katero potrebujemo le vrednost hematokrita. Iz 
koncentracij ustekinumaba v vzorcu DBS smo v spodnji tabeli za preračun na plazemsko 
koncentracijo uporabili konstantno vrednost hematokrita 0,45 pri vseh vzorcih. Pri tej metodi 
vpliva hematokrita na volumen krvi v izseku DBS vzorca ne upoštevamo. Pri vzorcih, ki imajo 
podoben hematokrit kot kalibracijski vzorci (0,4) to ne predstavlja problema.  
Preglednica XXXIV: Izračun plazemskih koncentracij ustekinumaba po metodi 1 
Bolnik cDBS [mg/L] cpl-DBS [mg/L] cpl [mg/L] Ujemanje 
1 
4,29 7,81 7,39 106 % 
5,16 9,38 8,57 110 % 
4,42 8,03 7,39 109 % 
4,36 7,93 8,12 97,7 % 
2 
3,15 5,72 5,25 109 % 
4,89 8,89 8,74 102 % 
3 4,24 7,72 7,28 106 % 
 
Metoda 2 
Pri tej metodi smo uporabili enačbo 8 (opisana v poglavju 4.6). Uporabili smo pravo vrednost 
hematokrita posameznega pacienta in s tem upoštevali vpliv hematokrita na volumen v izseku. 
Volumen v izseku smo izračunali iz enačbe, ki opisuje odnos med hematokritom in volumnom 
krvi v izseku DBS vzorca (opisana v poglavju 5.4). Uporabili smo vrednost hematokrita 
določeno na hematološkem analizatorju ob odvzemu krvi.  
Preglednica XXXV: Prave vrednosti hematokrita in volumni krvi v izseku DBS 
Bolnik Hematokrit V izseka [µL] 
1 0,45 9,86 
2 0,44 9,80 
3 0,44 9,80 
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Preglednica XXXVI: Izračun plazemskih koncentracij ustekinumaba po metodi 2 
Bolnik cDBS [mg/L] cpl-DBS [mg/L] cpl [mg/L] Ujemanje 
1 
4,29 7,60 7,39 103 % 
5,16 9,14 8,57 107 % 
4,42 7,83 7,39 106 % 
4,36 7,72 8,12 95,1 % 
2 
3,15 5,51 5,25 105 % 
4,89 8,55 8,74 97,8 % 
3 4,24 7,41 7,28 102 % 
 
Ujemanje izračunane in prave plazemske koncentracije je bilo pri metodi 2 večinoma boljše 
zaradi upoštevanja vpliva hematokrita. Razlika sicer ni velika, saj so vsi trije pacienti imeli 
vrednost hematokrita dokaj blizu hematokritu kalibracijskega vzorca (0,40). Do večjih razlik bi 
prišlo ob anemičnih bolnikih ali pri bolnikih z visokimi vrednostmi hematokrita.  
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6. SKLEP  
V okviru magistrske naloge smo uspešno ovrednotili in kvantificirali vpliv hematokrita pri 
nanosu krvi na filter papir in sledeči določitvi koncentracije ustekinumaba. Najprej smo 
prilagodili metodo slikovne analize vzorcev DBS, s katero smo vzorcem določali površino in 
hematokrit. Z merjenjem površine smo ugotovili, da je površina madeža linearno odvisna od 
vrednosti hematokrita (R2=0,9940 pri volumnu 40 µL in R2=0,9917 pri volumnu 20 µL). 
Ugotovili smo, da ima hematokrit večji vpliv pri nanosu krvnega madeža z večjim volumnom 
(koeficienta premice: k40µL = -0,0704, k20µL=-0,0416). Za določitev volumna krvi v vzorcu DBS 
smo uspešno razvili metodo z merjenjem prevodnosti ekstrakta vzorca. Določili smo, da se 
volumen v 6 mm izseku 40 µL vzorca DBS glede na vrednosti hematokrita (0,2 – 0,6), giblje v 
območju 8,4 – 12,0 µL. Tudi pri vzorcih z volumnom 20 µL smo ugotovili, da je variabilnost 
volumna krvi v izseku precejšnja (8,7 – 10,6 µL).  
Dognanja smo poskušali uporabiti za izboljšanje točnosti določitve koncentracije ustekinumaba 
v bolnikovih vzorcih DBS in nadaljnjo pretvorbo v plazemsko koncentracijo. Obstoječo 
imunološko metodo za določanje ustekinumaba smo najprej prilagodili za uporabo na vzorcih 
DBS in jo poskušali delno validirati. Za uspešno validacijo bi bila potrebna nadaljnja 
optimizacija metode, saj nam je zahtevna matrica vzorca povzročala precej težav. Točnost 
določenih plazemskih koncentracij z upoštevanjem vpliva hematokrita na variabilnost volumna 
je bila boljša, vendar je bil vzorec bolnikov majhen. Poleg tega je imela večina bolnikov 
vrednost hematokrita podobno vrednosti kalibracijskih vzorcev, zato je bilo izboljšanje točnosti 
relativno majhno. Ob neupoštevanju vpliva hematokrita na volumen krvi v izseku vzorca bi 
pomembno napako pri določitvi ustekinumaba naredili predvsem pri bolnikih s patološkimi 
vrednostmi hematokrita. 
Za oceno hematokrita, ki bi nam služila za izboljšanje točnosti analize vzorcev DBS 
pridobljenih s samovzorčenjem v bolnikovem domačem okolju, smo poskusili razviti dve 
metodi – slikovno analizo in metodo za določanje hemoglobina z reagentom SLS v ekstraktu 
vzorcev DBS. Po primerjavi rezultatov z referenčno metodo (hematološki analizator) se je za 
primernejšo metodo izkazala slikovna analiza s programom ImageJ. Bila je točnejša, 
nepristranska in ponovljivejša od določanja hemoglobina. Metoda je hitra in nedestruktivna, za 
analizo pa poleg optičnega bralnika in računalnika ne potrebujemo dodatne opreme. Pokazali 
smo tudi, da je stabilnost barve ustrezna v časovnem okvirju, ki bi zadoščal za analizo pravilno 
hranjenih bolnikovih vzorcev.  
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